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Caractérisation physiologique et fonctionnelle du transporteur anionique 
AtCLC-c chez Arabidopsis thaliana 
Chez les végétaux supérieurs, la régulation des mouvements stomatiques permet de 
contrôler les échanges de CO2 et la montée de la sève brute tout en limitant les pertes 
excessives d'eau par transpiration. Ce contrôle est assuré par des variations rapides de la 
turgescence des deux cellules de garde formant le stomate dues à l'activité de nombreux 
canaux et transporteurs ioniques. Nous avons identifié un nouveau membre de la famille des 
CLC chez A. thaliana, AtCLC-cexprimé dans la cellule de garde. L'étude de l'expression 
d'AtCLC-c et du phénotype de mutants invalidés ont permis de démontrer son rôle dans 
l'ouverture stomatique à la lumière et la fermeture en réponse à l'ABA. Les mutants clcc 
accumulent moins d'ions Cl- dans leurs cellules de garde par rapport aux plantes sauvages 
et sont hypersensibles à un stress salin. Enfin, nous avons confirmé par des études 
d'électrophysiologie la sélectivité d'AtCLC-c aux ions Cl-. L'ensemble de ce travail montre 
l'importance du transporteur vacuolaire d'ions Cl- AtCLC-c dans les mouvements stomatiques 
et la tolérance au stress salin. 
 




Physiological and functional characterization of the anion transporter AtCLC-c 
in Arabidopsis thaliana 
In plants, the high turgor is assured by ion transport and involves the creation and 
maintenance of a large vacuolar volume. In recent years, various chloride channels and 
transporters have been identified to be involved in specific functions such as plant nutrition, 
stomatal movements or metal tolerance. We have characterized a new member of the CLC 
family in A. thaliana, AtCLC-c, highly expressed in guard cell and up-regulated by ABA and 
salt treatment in the whole plant. Knock-out mutants in AtCLC-c are impaired in light-induced 
stomatal opening and ABA-induced stomatal closing correlated to a large decrease in guard 
cell Cl- content. Furthermore, clcc mutants are hypersensitive to salt stress compared to wild-
type. Finally, using electrophysiological studies, we demonstrated that AtCLC-c is selective 
to Cl-. Altogether, this work shows that AtCLC-c is a tonoplastic Cl- transporter involved in 
stomatal movements and salt tolerance. 
 
Key-word: chloride, channel/transporter, salt stress, stomata, guard cell, vacuole, 
tonoplaste 
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Chapitre I -  INTRODUCTION 
I N T R O D U C T I O N  
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Les organismes vivants nécessitent l'apport d'éléments minéraux pour leur 
développement. Ces ions chargés positivement, les cations, ou négativement, les 
anions, doivent traverser les barrières hydrophobes que forment les membranes des 
cellules et des organites intracellulaires. Les membranes sont constituées de lipides 
amphiphiles. En milieu aqueux, l'hydrophobicité des queues apolaires de ces lipides 
entraîne un assemblage spontané en une double couche de lipides. Cette bicouche 
est apolaire en son centre et ne permet le passage que de très petites molécules ou 
gaz non chargées comme l'O2, le N2 ou le glycérol par diffusion simple. En revanche, 
les membranes forment une barrière totalement imperméable aux molécules 
hydrophiles. Afin de permettre les échanges à travers les membranes, les 
organismes ont mis en place des protéines transmembranaires formant des pores 
aqueux. Ces protéines permettent un transport sélectif de molécules hydrophiles 
telles que les ions et sont retrouvées dans tous les tissus et dans tous les 
compartiments cellulaires. Ces protéines transmembranaires sont classés en deux 
catégories : les canaux et les transporteurs. Les canaux ioniques permettent une 
diffusion passive à travers un pore aqueux de molécules d'un compartiment 
hypertonique vers un compartiment hypotonique, participant à la réduction du 
gradient électrochimique, c'est-à-dire la différence de charges entre les deux 
compartiments. Ce type de transport est très rapide, de l'ordre 106 à 107 ion.sec-1. 
Les transporteurs participent à la diffusion facilitée d'ions selon leur gradient de 
concentration mais permettent aussi un transfert actif de molécules et/ou d'ions 
contre leur gradient électrochimique qui nécessite alors un apport d’énergie. On parle 
alors de transport actif qui est appelé primaire lorsque l'énergie est apportée par la 
consommation d'une molécule énergétique comme l'ATP et secondaire quand 
l'énergie provient d'un couplage avec le transport d'une autre entité ionique selon son 
gradient électrochimique. Le transport actif secondaire peut alors être unidirectionnel 
via un symporteur ou bidirectionnel via un antiporteur. Le passage des ions à travers 
un transporteur est plus lent qu'à travers un canal il nécessite des changements 
conformationnels de la protéine afin de permettre le passage de l'ion ou de la 
molécule de part et d'autre de la membrane.  
Les mouvements d'ions participent à de nombreuses fonctions biologiques 
comme la nutrition, le contrôle du potentiel de membrane, la transduction de signaux, 
la régulation de l'osmolarité et de la turgescence cellulaire, la résistance à des stress 
biotiques ou abiotiques… Afin de décrypter le rôle de ces canaux et transporteurs 
I N T R O D U C T I O N  
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dans les voies de signalisation, un modèle cellulaire est particulièrement étudié dans 
le règne végétal est la cellule de garde. Ces cellules, localisées au niveau de 
l’épiderme abaxial des feuilles, sont organisées par paires pour former une structure 
appelée stomate et délimitent un pore à travers lequel ont lieu les échanges gazeux 
entre la plante et l’atmosphère. Ce système modèle a été largement étudié car ces 
cellules contrôlent les flux d'eau et de CO2, affectant ainsi fortement le 
développement et la physiologie de la plante. De plus, ces cellules répondent de 
façon autonome à de nombreux signaux physiologiques tels que la lumière, le CO2, 
les attaques de pathogènes ou aux signaux hormonaux. Les variations de 
turgescence des cellules de garde régulent l’ouverture et le fermeture du pore, 
appelés aussi mouvements stomatiques en fonction des conditions 
environnementales. De ce fait, ce système cellulaire permet d'identifier des éléments 
des voies de signalisation mais aussi d’étudier l'activité de canaux et transporteurs 
ioniques dans ces voies de signalisation à l’aide notamment de l'analyse des 
mouvements stomatiques. Ainsi, les canaux responsables des mouvements de 
cations, principalement le potassium, ont été caractérisés électrophysiologiquement 
dans un premier temps puis identifiés moléculairement. En ce qui concerne la 
caractérisation de l'activité de transport d'anions, leurs activités ont largement été 
investies. En revanche, leur entités moléculaires contrôlant ces mouvements 
d'anions, et notamment des ions chlorures, commencent à peine à être identifiés. 
Parmi les transporteurs d’anions, la famille des CLC (pour ChLoride Channel) 
constitue une famille multigénique retrouvée dans tous les organismes vivants. Les 
CLCs furent identifiés dans un premier temps dans le règne animal et possèdent une 
sélectivité pour les ions chlorures. Ainsi, les membres de cette famille semblent donc 
être de bons candidats pour le transport des ions Cl- chez les végétaux. C'est la 
raison pour laquelle j'ai réalisé mon travail de thèse que je présente dans ce 
mémoire qui a eu pour objectif d'étudier le rôle et la fonction d'un membre de la 
famille des CLC chez Arabidopsis thaliana, AtCLC-c, qui s'exprime dans les cellules 
de garde. 
Dans ce mémoire, l'introduction est constituée d’une analyse bibliographique 
dans laquelle je présente la famille des CLCs, la cellule de garde qui est le modèle 
cellulaire que j'ai étudié au cours de mon travail de thèse, et enfin les réponses des 
végétaux à deux stress abiotiques, hydrique et salin. 
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Dans la seconde partie de ce mémoire sont présentés les résultats que j’ai 
obtenu au cours de ma thèse. J'ai étudié le rôle d'AtCLC-c dans la régulation des 
mouvements stomatiques en réponse à différents stress environnementaux et dans 
la réponse au stress salin au niveau de la plante entière. Afin d'améliorer nos 
connaissances sur le fonctionnement et les propriétés intrinsèques d'AtCLC-c, j'ai 
utilisé une approche d'électrophysiologie, la technique de patch-clamp. L'ensemble 
de mes résultats est présenté et analysé dans la deuxième partie de ce document.  
Enfin dans une troisième partie, l'ensemble des résultats obtenus sont 
discutés et les perspectives à ces travaux sont présentées. 









Figure 1: Arbre phylogénique des CLCs 
Les CLCs ont évolué en 4 groupes distincts. Le groupe I (rouge) est formé 
essentiellement de CLCs végétaux. Le groupe II (noir) est majoritairement constitué 
de CLCs procaryotes. Le groupe III (bleu) comporte des CLCs de levures et 
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I. LA FAMILLE DES CLC 
La famille des CLCs est une famille de protéines membranaires retrouvées 
dans l'ensemble des règnes vivants. La Figure 1 représente un arbre phylogénétique 
basé sur l'homologie de séquences protéiques des CLCs identifiés chez des 
procaryotes, chez la levure, chez l'homme et chez les végétaux. D'un point de vue 
évolutif, les CLCs peuvent être regroupés en 4 groupes. Très tôt, un premier groupe 
(groupe I), constitué majoritairement des CLCs végétaux et de quelques CLCs 
humains, s’est séparé de la racine commune. Peu après, les CLCs procaryotiques 
ont divergé du tronc commun pour former un deuxième groupe (groupe II). 
Néanmoins, il est intéressant de noter que certains CLCs retrouvés chez les 
végétaux présentent de fortes homologies avec les CLCs de procaryotes. Enfin plus 
tardivement, le tronc commun s'est subdivisé en deux groupes, le groupe III 
comprenant des CLCs eucaryotes localisés sur des endomembranes et 
généralement associés à la régulation du pH interne et le groupe IV qui comprend 
des CLCs localisés au plasmalemme. Les CLCs humains sont retrouvés dans les 
trois groupes majoritairement eucaryotiques (groupes I, III et IV d'un point de vue 
évolutif). Chez l'homme, 9 CLCs identifiés sont largement étudiés en raison de leur 
rôle dans des fonctions physiologiques importantes comme par exemple la 
stabilisation du potentiel de membrane dans les muscles ou l'acidification des 
endosomes dans les reins (Jentsch et al., 2005). Par ailleurs, de nombreuses 
pathologies sont associées des mutations de ces protéines. Les CLCs végétaux sont 
retrouvés dans les groupes I et II. Le séquençage du génome d’Arabidopsis thaliana 
a révélé l’existance de 7 CLCs (AtCLC-a à –f). AtCLC-a à -d et AtCLC-g 
appartiennent au groupe I. En revanche, AtCLC-e et AtCLC-f ont une forte homologie 
avec des CLCs procaryotiques et appartiennent au groupe II. 
Dans la famille des CLCs, le premier membre identifié, cloné et caractérisé fut 
CLC-0 du poisson-torpille Torpedo marmorata (Jentsch et al., 1990). L'expression de 
CLC-0 en oocyte de Xénopes a permis de mettre en évidence son activité de canal 
chlorure voltage-dépendent (Bauer et al., 1991). Les études ultérieures réalisées sur 
des CLCs humains montraient des résultats similaires (Rychkov et al., 1996; Jordt & 
Jentsch, 1997). Aussi pendant de nombreuses années, tous les CLCs étaient 
considérés comme des canaux chlorures. A ce jour, ces deux notions sont largement 
remises en question pour les raisons suivantes : 
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Une activité antiporteur Cl-/H+ fut découverte chez le CLC d'Escherichia coli, CLC-
ec1 (Accardi & Miller, 2004), puis chez les CLCs humains hCLC-4 et hCLC-5 (Picollo 
& Pusch, 2005). Cette découverte majeure bouleversa le dogme généralement 
admis qui répartissait les canaux et les transporteurs en deux catégories distinctes. 
En effet une même famille présentait des activités de canal ou de transporteur, 
réduisant ainsi la frontière entre canal et transporteur à quelques acides aminés (Cf. 
§ I.2). Parmi tous les CLCs identifiés et caractérisés à ce jour, seuls les CLCs du 
groupe IV présentent une activité de "canal", suggérant une divergence de l'activité 
de transport vers une activité de canal. Par ailleurs, la sélectivité ionique des CLCs 
n'est plus limitée aux ions chlorures suite à la caractérisation chez Arabidopsis 
thaliana de l'antiporteur NO3
-/H+ AtCLC-a (De Angeli et al., 2006).  
I.1. Modèle structural et topologie des CLCs 
Les CLCs sont des protéines dimériques résultant de la juxtaposition de deux 
sous-unités (Mindell et al., 2001). Chaque sous-unité est constituée de 18 hélices α 
de taille variable fortement inclinées dans la membrane dont 16 sont 
transmembranaires et forment deux sous groupes (B-I et J-Q) présentant une 
répétition structurale (Cf. Figure 2A). L'étude par cristallographie des CLCs 
procaryotiques StClC (St: Salmonella enterica serovar typhimurium) et CLC-ec1 
permit de mettre en évidence une symétrie antiparallèle (Cf. Figure 2B; Dutzler et al., 
2002). Chaque sous-unité, ou protopore, possède un pore indépendant présentant 
trois sites de liaisons aux anions. Les sites les plus extérieurs à la membrane sont 
nommés Sint et Sext et sont en interaction avec le milieu cytoplasmique et le milieu 
extra-cytoplasmique. Scen est le site le plus interne localisé dans la portion 
hydrophobe de la membrane. Ces différents sites sont formés à partir de domaines 
fortement conservés localisés à l'extrémité des hélices α D, F, M/N et R. Le site Scen 
est constitué des acides aminés GSGIP (hélice D), GxFxP (hélice N) et la tyrosine Y 
(hélice R). La sérine de l'hélice D et la tyrosine de l'hélice R sont essentiels pour 
l'interaction avec les ions chlorures au niveau de ce site. Ces deux acides aminés 
seront nommés dans la suite de ce mémoire Sercen et Tyrcen. Sercen est crucial dans 
la sélectivité ionique (Cf. § I.4). Le site Sext est composé par les acides aminés 
G(R/K)EGP (hélice F) où le glutamate Gluex de cette séquence est essentiel à 
l'activation de la protéine. Les CLCs-transporteurs sont caractérisés par la présence 
d'un autre glutamate (Gluin) du côté cytoplasmique à l'extrémité de l'hélice H  





Figure 2: Topologie des CLCs 
A) et B) Les cylindres représentent les hélices α, les couleurs vertes et bleues 
correpondent aux deux sous-domaines orientés antiparallèlement. Les courbes 
rouges correspondent aux segments de la protéine impliqués dans la formation du 
pore. A) Structure secondaire d'une sous-unité eucaryote. Les séquences protéines 
concensus participant au passage des ions sont indiqués. B) Structure tertiaire de la 
portion trans-membranaire d'une sous-unité. C) Modèle proposé d'un CLC eucaryote, 
observé de profil enchassé dans la membrane. Les couleurs rouges et jaunes 
correspondent à chaque sous-unité. La localisation du pore central des sous-unités 
est symbolisée par la présence d'ions chlorure représentés par des sphères oranges 
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(Cf. § I.2). Gluin est substitué par une valine chez les CLCs-canaux. Enfin, les 
extrémités N- et C-terminales du protopore sont cytoplasmiques. Chez les 
eucaryotes, l'extrémité C-terminale est composée de deux domaines régulateurs 
cytoplasmiques, nommés CBS par homologie pour l’enzyme Cystathionine-β-
Synthase, à leur extrémité C-terminale. Ces domaines permettraient l'interaction des 
deux protopores (Cf. Figure 2C). L'étude de la structure cristalline de CLC-ec1 permit 
de confirmer certaines données structurales obtenues préalablement. En effet, bien 
avant l'identification moléculaire des CLCs, Miller décrivait la présence de canaux 
chlorures dimériques à deux pores dans l'organe électrique de Torpedo californica. 
Les enregistrements de courants unitaires réalisés montraient trois niveaux d'activité: 
un niveau à conductance nulle S0 correspondant à un canal fermé et deux niveaux 
actifs S1 et S2 où S1 correspond à un canal ouvert et S2 a une conductance doublée 
par rapport à S1 (Miller, 1982; Miller & White, 1984). Ces résultats démontraient 
l’existance de 2 pores au sein de la molécule. Par la suite, le clonage chez Torpedo 
de CLC-0 et son expression en oocyte de Xénope ont permis d'identifier la nature 
moléculaire de cette famille de protéines (Jentsch et al., 1990; Bauer et al., 1991). 
Plusieurs études ont permis de mettre en évidence que les protéines de la famille 
des CLCs fonctionnent sous forme homodimérique (Middleton et al., 1994; Fahlke et 
al., 1997; Maduke et al., 1999). Suite à la découverte de l’organisation 
homodimérique et de la présence de deux pores, deux hypothèses ont été 
proposées pour la structure des deux pores : soit chaque pore provient de 
l'assemblage de deux hémipores présents dans chaque sous-unité, soit chaque 
sous-unité possède un pore indépendant. Pour connaître l’hypothèse valide, CLC-0 a 
été co-exprimé avec une forme de CLC-0 mutée au niveau de Sercen. Ce CLC-0 muté 
présente une conductance très réduite par rapport à la forme sauvage. Les courants 
unitaires enregistrés présentent 4 niveaux d'activité: une conductance nulle S0, une 
conductance S1 correspondant à l’activité d’un protopore sauvage, une conductance 
S1' correspondant à l’activité d’un protopore muté et la conductance S2 résultant de 
l'activation simultanée des deux protopores (Ludewig et al., 1996). Ces expériences 
validèrent l'hypothèse d'un seul pore par sous-unité. Ultérieurement, ce travail fut 
confirmé par l'étude d'un hétérodimère composé d’un protopore CLC-0 relié par un 
peptide à un protopore hCLC1 (Weinreich & Jentsch, 2001). L’expression de cet 
hétérodimère a permis l’enregistrement de courants macroscopiques. Seul le courant 
généré par l’activité d’hCLC1 est sensible au 9-anthracène carboxylate, un inhibiteur 
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de canaux anioniques lents. De ce fait, l’inhibition partielle des courants 
macroscopiques observée correspond à l’inhibition spécifique du protopore hCLC1. 
De plus, 4 niveaux de conductances ont été enregistrés en courants unitaires : S0 
correspondant à un état fermé, S1 correspondant à l’activité de CLC-0, S1' 
correspondant à l’activité de hCLC-1 et S2 correspondant à l’activité des deux 
protopores. L'ensemble de ces résultats met en évidence la présence d'un pore 
ionique indépendant dans chaque sous-unité CLC qui s'homodimérisent pour former 
une protéine fonctionnelle. 
La notion de gating, un anglicisme dérivé du mot "gate" (porte en français) 
décrit les états d'ouverture et de fermeture de la "porte" du canal. Chez les CLCs, il 
existe deux types de gating (Hanke & Miller, 1983) : (i) un gating rapide, de l'ordre de 
la milliseconde et du à une activation indépendante de chaque protopore qui 
implique le glutamate Gluex (Cf. I.2; Weinreich & Jentsch, 2001; Dutzler et al., 2002) 
et (ii) un gating lent, de l'ordre de la seconde, mettant en jeu une régulation 
simultanée des 2 sous-unités et impliquant des éléments à l'interface des 2 sous-
unités et les domaines cytoplasmiques CBS (Cf. § I.5; Fong et al., 1998; Estévez et 
al., 2004; Denton et al., 2004, 2006; Traverso et al., 2005). Les propriétés de gating 
rapides et lents sont régulés par différents facteurs comme le potentiel de 
membrane, la concentration extra-cytoplasmique en anions ou par un pH acide 
(Miller, 1982; Hanke & Miller, 1983; Ludewig et al., 1997). 
I.2. Canaux ou transporteurs? Le paradoxe des CLCs 
Pendant longtemps, canaux et transporteurs étaient considérés comme étant 
deux catégories distinctes de protéines transmembranaires. L’ensemble des études 
réalisées sur les premiers CLCs analysés ont mis en évidence la fonction de canal 
de ces protéines. En revanche, il a été démontré au cours de ces dernières années 
que de nombreux CLCs sont des antiporteurs responsables du transport d’anions et 
de protons avec une stœchiométrie 1H+/2 anions (CLC-ec1 : Accardi & Miller, 2004; 
Nguitragool & Miller, 2006 ; hCLC-4, hCLC-5 : Picollo & Pusch, 2005 ; AtCLC-a : De 
Angeli et al., 2006; hCLC-7: Graves et al., 2008; AtCLC-b: von der Fecht-Bartenbach 
et al., 2007). D'un point de vue évolutif, la fonction canal est apparue après la 
fonction de transporteur au sein de la famille des CLCs, ce qui suggère que la 
fonction "transporteur" a évolué en faveur de la fonction "canal". Le transport des 
protons suit une voie en partie commune avec le transport des anions et s’effectue




































Figure 3: Mécanisme d'activation des canaux et transporteurs CLCs 
A) à F) Représentation schématique d'un pore d'un antiporteur CLC. A) Les sites Sint 
et Sext sont occupés par un anion, Scen par Gluex. Protonation de Gluin. B) Transfert 
du proton de Gluin à Gluex. C) La protonation de Gluex induit un changement 
comformationnel et libère Scen. D) Libération du proton dans le milieu extracellulaire, 
passage de l'anion 2 de Sext à Scen et arrivée d'un nouvel anion 3 dans Sext. E) Gluex 
déprotoné occupe Sext, repoussant l'anion 3 vers Scen, l'anion 2 vers Sint et l'anion 1 
dans le milieu interne. F) Compétition de l'anion 4 et de Gluex au niveau de Sext, 
entraînant un nouveau changement conformationnel de Gluex qui occupe de nouveau 
Scen, ce qui entraîne un déplacement de l'anion 3 vers Sint et la libération de l'anion 2 
dans le milieu interne. Cette conformation avec Gluin et Gluex déprotonés correspond 
à l'état fermé du pore. G) et H) Représentation schématique d'un pore d'un canal 
CLC. G) A l'état fermé, Gluex bloque le passage des anions. H) Des protons du milieu 
cytoplasmique ou du milieu extracytoplasmique vont protoner Gluex et provoquer un 
changement conformationnel pour ouvrir le pore du canal et permettre le passage 
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par un transfert de protonation d'acides aminés glutamines (Cf. Figure 3). Chez les 
canaux CLCs, la sensibilité au pH interne ou externe est portée par Gluex. En effet, 
sa substitution par une glutamine non protonable entraîne chez hCLC-1 une forte 
diminution de la probabilité d’ouverture et une perte de la sensibilité au pH (Lísal & 
Maduke, 2009). Chez les transporteurs, une mutation de cet acide aminé induit une 
suppression de l'échange de protons mais maintient le transport d'anions (Accardi et 
al., 2005; Scheel et al., 2005; Bergsdorf et al., 2009; Picollo et al., 2010). Du côté 
cytoplasmique, parmi les différents résidus pouvant être protonés, seule une 
mutation du résidu Gluin permet d'abolir le transport de protons (Accardi et al., 2005; 
Bergsdorf et al., 2009). A  ce jour, le mécanisme de transfert des protons à l'intérieur 
du pore reste cependant incertain. La Tyrcen semble être un bon candidat via sa 
fonction alcool bien que la substitution de cette fonction avec un acide aminé 
aromatique ne modifie pas le transport de protons chez CLC-ec1 (Accardi et al., 
2006). Toutefois, la substitution de Tyrcen par des acides aminés à chaîne courte ou à 
chaîne chargée entraîne la perte du couplage du transport avec des protons et la 
substitution par des acides aminés à longue chaîne non chargée réduit l'échange. 
Très récemment, un nouvel état conformationnel dans lequel Gluex occupe le site 
Scen a été mis en évidence lors de l'étude de la structure d'un CLC identifié chez 
l'algue rouge Cyanidioschyzon merolae, CmCLC (Feng et al., 2010). L'ensemble de 
ces résultats suggère que Tyrcen ne participerait pas directement à l’échange des 
protons en étant elle-même protoné mais stabiliserait la liaison de Gluex non protoné 
au niveau du site Scen, ce qui permettrait le transfert du proton de Gluin à Gluex 
(Accardi et al., 2006; Walden et al., 2007). Par ailleurs, il est intéressant de constater 
que les résidus Gluex et Tyrcen sont conservés aussi bien chez les canaux que chez 
les transporteurs, ce qui suggère l’importance de ces résidus dans le transfert du 
proton à l’intérieur du pore. En revanche, Gluin n'est retrouvé que chez les 
CLC-transporteurs. Des études récentes sur CLC-0 ont montré que des protons 
transiteraient dans le pore du canal et participeraient à l'activation rapide du 
protopore en protonant Gluex. Chez les canaux, Gluin est substitué par une valine, un 
acide aminé non protonable (Lísal & Maduke, 2008). Ainsi, la caractérisation des 
propriétés intrinsèques des différents membres de la famille des CLCs a permis de 
mettre en évidence que la frontière entre canaux et transporteurs ne peut porter que 
sur la variation de quelques acides aminés.  
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I.3. Structure du pore et bases moléculaires de la voie de 
transport de l'anion 
Le pore résulte du rapprochement de plusieurs domaines fortement conservés 
à l'extrémité d'hélices α (Cf. § I.1 et Figure 2). Les acides aminés forment un 
environnement favorable au passage d'anions (Dutzler et al., 2002). L'analyse de la 
structure cristalline de StCLC révéla la présence de trois sites de liaison aux anions 
nommés Sext, Scen et Sint en partant du milieu extra-cytoplasmique vers le cytoplasme 
(Cf. Figure 4; Cohen & Schulten, 2004). Alors que les sites en périphérie du pore 
sont à l'interface avec les milieux aqueux cytoplasmiques et extra-cytoplasmiques, le 
site central est totalement isolé dans une poche hydrophobe au milieu de la bicouche 
lipidique. Deux éléments structuraux régulent stériquement l'accès et les 
mouvements de l'ion à travers le pore : l'accessibilité de l'anion dans le pore 
dépendant de Gluex et le passage des anions entre Sext et Scen dépendant de Tyrcen 
et Sercen. 
La présence de Sext a été mise en évidence par la modulation de l'activité 
hCLC-1 en fonction de la concentration en ions Cl- externes. En effet, l'activation du 
canal nécessite l'occupation d'un site du côté extra-cytoplasmique par un ion chlorure 
(Rychkov et al., 1996). L'ouverture du pore est ensuite provoquée par une 
modification de l'orientation du glutamate Gluex qui induit un changement 
conformationnel de la protéine. La cristallisation d'un transporteur mutant CLC-ec1 
dans lequel le résidu Gluex a été substitué par une glutamine ou une alanine conduit 
à l’obtention d’une structure dans laquelle le pore est uniquement en position 
ouverte. Ces mêmes substitutions introduites dans CLC-0 conduisent à un canal 
constitutivement ouvert (Dutzler et al., 2002). Des résultats similaires ont été obtenus 
chez différents transporteurs (Accardi & Miller, 2004; Picollo & Pusch, 2005; Scheel 
et al., 2005). Par ailleurs, l’étude de la structure de CLC-ec1 montre que chacun des 
3 sites du pore sont occupés par un anion lorsque le canal est en conformation 
ouverte, alors que seuls Sint et Scen le sont en conformation fermée. Au contraire, la 
mutation Gluex-Gln introduit l’occupation de Sext quelque soit la conformation (Lobet & 
Dutzler, 2005). Le passage des anions est contrôlé par une compétition entre l’anion 
et le groupement carboxyle du glutamate au niveau de Sext et c’est ce groupement 
carboxyle qui va fermer ou non le pore.  
Les mouvements de l'ion à l'intérieur du pore sont par ailleurs moins clairement 
établis. Le site Scen, localisé au centre de la membrane lipidique, présente une forte


































Figure 4: Organisation structurale du pore des CLCs 
La figure centrale est un zoom sur le pore d'une sous-unité de StCLC, encadré sur la 
représentation du protopore (en haut). Les éléments du pore participant au transport 
des anions sont mis en évidence et sont représentés par leur structure chimique. Les 
sphères vertes correspondent aux acides aminés formant le squelette du pore et 
stabilisant l'interaction entre les anions et les acides aminés. Des ions chlorures sont 
représentés par des sphères oranges. Sext, Scen et Sint représentent les 3 sites de 
liaisons identifiés par cristallographie bactérienne (Cohen & Schulten, 2004). 
 
interaction avec l'ion chlorure. Comme énoncé dans le § I.1, Scen est formé par les 
domaines conservés G(S/P)GIP, GXFXG et la tyrosine Tyrcen (Cf. Figure 2A). Situés 
de part et d'autre de Scen, les acides aminés Sercen et Tyrcen forment des liaisons 
hydrogènes avec l'ion chlorure. Le rôle de Tyrcen dans le passage des protons a été 
abordé précédemment (Cf. § I.2). Le noyau aromatique interviendrait dans la 
formation des liaisons avec l'anion même si des mutations sur cet acide aminé ne 
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En revanche, la substitution de Sercen par une thréonine influence fortement 
l'activation, la conductance ionique et la sélectivité ionique (Ludewig et al., 1996, 
1997). En conclusion, les canaux et/ou transporteurs de la famille des CLCs 
transportent des ions chlorures via deux mécanismes d'activation : une activation 
rapide portée par chaque protopore nécessitant la protonation de Gluex et une 
activation lente commune aux deux protopores (Cf. § I.5). Le transport des protons 
chez les transporteurs est associé à la présence de Gluin qui est substitué par une 
valine chez les canaux. 
I.4. Sélectivité ionique 
La plupart des membres de la famille des canaux et transporteurs CLCs 
partagent une sélectivité ionique similaire: SCN− ≈ Cl− > Br− > NO3− > I− ≈ F− >> 
H2PO4
− ≈ glutamate− (Rychkov et al., 1998; Nguitragool & Miller, 2006). Comme 
détaillé dans le paragraphe précédent, la résolution de la structure cristallographique 
a permis de mettre en évidence que le domaine Scen joue un rôle déterminant dans la 
sélectivité ionique. Des expériences de mutagénèse dirigée réalisées sur CLC-0 ont 
révélé le rôle de Sercen dans la sélectivité ionique. La substitution de la sérine par 
une thréonine diminue la perméabilité du canal pour les ions chlorures tel que Cl- ≈ 
Br- (Ludewig et al., 1996). Plus récemment, la caractérisation d'AtCLC-a a mis en 
évidence pour la première fois un transport préférentiel de nitrate par rapport aux 
ions chlorures chez un membre de la famille des CLCs (De Angeli et al., 2006). Cette 
sélectivité pour le nitrate est corrélée à la présence d'une proline en lieu et place de 
la Sercen. Pour valider le rôle essentiel de ce résidu dans les propriétés de sélectivité 
des CLCs, des mutations ont été réalisées sur différents membres, notamment 
CLC-ec1, hCLC4, hCLC5 ou AtCLC-a (Bergsdorf et al., 2009; Picollo et al., 2009; 
Wege et al., 2010; Zifarelli & Pusch, 2009). Ces expériences ont consisté à 
substituer la Sercen par Procen chez CLC-ec1, hCLC4 et hCLC5 et inversement chez 
AtCLC-a. L’analyse de ces variants montre qu’en présence de la sérine, la sélectivité 
s’effectue en faveur des ions chlorures contrairement à la proline qui favorise le 
passage des ions nitrate. Ces observations montrent clairement que la sélectivité est 
portée par un seul et unique acide aminé aussi bien chez les canaux que chez les 
transporteurs de la famille des CLCs bien que les vitesses de transport des canaux 
sont 1000 fois supérieurs aux transporteurs. Ainsi, la présence d'une proline dans le 
I N T R O D U C T I O N  
15 
 
domaine Scen confère une sélectivité pour le nitrate tandis que la sélectivité pour les 
ions chlorures est portée par une sérine.  
I.5. Structure et rôles fonctionnels des domaines 
cytoplasmiques  
Chez les eucaryotes et certains procaryotes, les canaux ou transporteurs 
CLCs possèdent une partie cytoplasmique C-terminale constituée de deux domaines 
d'environ 50 acides aminés. Identifiés pour la première fois chez l'enzyme 
Cystathionine-Β-Synthase (Bateman, 1997), ces domaines appelés domaines CBS 
sont retrouvés dans de très nombreuses protéines et des mutations en leur sein 
conduisent à diverses pathologies chez l’homme (pour revue: Ignoul & Eggermont, 
2005). Chez les CLCs, chaque protopore contient deux domaines CBS, CBS1 et 
CBS2, associés en tandem et reliés par un peptide de taille et d'hydrophobicité 
variable. La délétion partielle ou totale ou certaines mutations dans ces domaines 
modifient ou suppriment totalement l’activité du canal chez CLC-0 et hCLC-1 
(Schmidt-Rose & Jentsch, 1997; Maduke et al., 1998). En effet, l’étude des 
propriétés de gating sur des CLCs présentant des points de mutations dans CBS2 ou 
dans les peptides proches de ce domaine montre que le gating lent affecte 
simultanément les deux protopores (Estévez et al., 2004; Denton et al., 2006; Yusef 
et al., 2006; Paul et al., 2007; Garcia-Olivares et al., 2008). Les domaines CBS sont 
fortement conservés au sein de tous les CLCs. Ainsi, la substitution des domaines 
CBS chez hCLC-1 par les CBS correspondant d'autres CLCs voire d'autres protéines 
ont permis la génération de canaux fonctionnellement actifs (Estévez et al., 2004). La 
structure de ces domaines a été obtenue pour CLC-0 et hCLC-Ka, montrant une 
forte interaction entre les domaines CBS d'un même protopore (Meyer & Dutzler, 
2006; Markovic & Dutzler, 2007). Les études structurales montrent aussi une 
interaction des domaines CBS des 2 protopores à l'interface des domaines CBS2 
(Meyer & Dutzler, 2006; Markovic & Dutzler, 2007). Néanmoins cette interaction ne 
semble pas essentielle pour la dimérisation (Estévez et al., 2004). 
Par ailleurs, des études de FRET (transfert d'énergie entre molécules 
fluorescentes) ont permis de mettre en évidence chez CLC-0 l’existence d’un 
déplacement des domaines cytoplasmiques des deux protopores lors de l'ouverture 
et de la fermeture du pore (Bykova et al., 2006). Des mutations dans ce domaine 
modifient aussi la régulation voltage-dépendante du gating lent (Maduke et al., 1998; 
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Denton et al., 2006; Yusef et al., 2006). Par ailleurs, les domaines CBS sont aussi 
importants pour l’adressage. Différents groupes ont pu démontrer un défaut 
d'adressage de différents CLCs ou une séquestration de la protéine dans le réticulum 
endoplasmique lorsque le domaine CBS2 est tronqué (Maduke et al., 1998; 
Schwappach et al., 1998; Carr et al., 2003; Estévez et al., 2004; Ludwig et al., 2005; 
Pena-Munzenmayer et al., 2005). 
Enfin, les domaines cytoplasmiques partiperaient à la modulation de l’activité 
de la protéine en interagissant avec des nucléotides adénylés. In vitro, l'ATP est 
capable de se lier au CBS2 d'hCLC-2 (Scott et al., 2004). L’étude par cristallographie 
de la partie C-terminale de hCLC-5 montre une liaison avec l'ADP ou l'ATP (Meyer et 
al., 2006). Des études électrophysiologiques réalisées sur AtCLC-a ont par ailleurs 
permis de mettre en évidence l’importance du rôle de l’ATP sur l’activité des CLCs. 
En effet, une inhibition réversible de l’activité du transporteur a été observée en 
présence d’ATP cytoplasmique. La constante de dissociation observée est similaire à 
celle obtenue pour le domaine cytoplasmique d’hCLC-5 et n’est pas dépendante du 
potentiel de membrane. Ces résultats suggèrent que la liaison des nucléotides 
s’effectue au niveau des domaines CBS. Les CBS d’AtCLC-a sont aussi capable 
d’interagir avec l’AMP avec une constante de dissociation proche de l’ATP sans 
modification de l’activité du transporteur. Ces résultats suggèrent que l’activité 
d’AtCLC-a pourrait donc être modulée par la compétition de l’ATP et l’AMP au niveau 
de son site de liaison, répondant ainsi à l’état énergétique de la cellule.  
I.6. Rôles physiologiques 
Les CLCs interviennent dans de nombreuses fonctions biologiques comme le 
contrôle du pH, la régulation du volume cellulaire, la régulation du potentiel de 
membrane, … (Cf. Figure 5). Le rôle des CLCs dans ces fonctions est présenté à 
l’aide de différents exemples. 
I.6.1. Acidification des compartiments intracellulaires 
Les organites intracellulaires interviennent dans de nombreux processus 
comme le trafic intracellulaire, l'endocytose ou la transduction de signaux. Ces 
processus nécessitent le maintien d'un pH acide dans ces organites notamment via 
un transport actif de protons essentiellement assuré par des transporteurs de type 
pompes à protons vacuolaires de type V-ATPase (Futai et al., 2000). L'influx de  






Figure 5: Fonctions biologiques des CLCs animaux 
Les canaux CLCs participent au contrôle du volume cellulaire et du potentiel de 
membrane en régulant les flux d'ions chlorures. Les transporteurs participent à 
l'acidification de vésicules intervenant dans la libération de molécules ou de protons 
dans le milieu extra-cellulaire ou à des processus d'endocytose. 
 
 
protons dans les organites crée une asymétrie de charges positives et une 
modification du potentiel de membrane qui limite rapidement l'activité de ces 
pompes. Afin de compenser la différence de charges, des ions chlorures sont 
importés en parallèle de l'influx de protons. Certains transporteurs de la famille des 
CLCs participent ainsi à l'acidification de compartiments intracellulaires comme 
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I.6.1.1. Acidification intracellulaire chez la levure par GEF1 
Chez Saccaromyces cerevisiae, un seul membre de la famille des CLCs a été 
identifié nommé GEF1 (Glycerol/Ethanol Fe requiring) du fait que l'absence de cette 
protéine provoque un ralentissement de la croissance de la levure sur un milieu 
pauvre en fer ayant une source carbonée non fermentable (Greene et al., 1993; 
Gaxiola et al., 1998). La protéine GEF1 est localisée au niveau du réticulum, du 
réseau trans-Golgien tardif et dans les vésicules post-Golgiennes (Gaxiola et al., 
1998; Schwappach et al., 1998). Son rôle dans les processus d'acidification a été 
conforté du fait que le phénotype de gef1 est très proche de celui de gef2 qui 
correspond à une mutation dans une sous-unité de l'ATPase vacuolaire (Eide et al., 
1993). La complémentation fonctionnelle de cette souche de levure par CLC-0 ou 
hCLC-6 et par certains CLCs végétaux confirme que la fonction de transport d'ions 
chlorures est essentielle dans ces processus. GEF1 intervient dans le métabolisme 
du fer en participant à la maturation de la ferroxydase Fet3 qui nécessite le 
chargement d'un noyau cuivreux (Gaxiola et al., 1998). Cette maturation dépend 
d'une acidification du pH vésiculaire qui met en jeu des mouvements d'ions chlorures 
pour maintenir l'électroneutralité (Davis-Kaplan et al., 1998). Cette dernière fonction 
est assurée par GEF1 sélectif aux ions chlorures (Davis-Kaplan et al., 1998; Flis et 
al., 2002; López-Rodríguez et al., 2007; Braun et al., 2010). 
I.6.1.2. Acidification des vésicules synaptiques par hCLC-3 
Le premier membre de la famille des CLCs qui fut identifié dans le cerveau 
humain est hCLC-3. Cette protéine localisée au niveau des vésicules synaptiques et 
d'endosomes fonctionne comme un antiporteur H+/Cl-. Dans les synapses, hCLC-3 
est associé aux transporteurs vésiculaires du GABA (Acide Gamma-Amino 
Butyrique) et glutamate (Stobrawa et al., 2001). Des études montrent que dans ces 
vésicules, l'influx d'ions chlorures est fortement diminuée lorsque hCLC-3 est muté. 
Cette diminution de l'influx chlorure est associée à une diminution de l'acidification 
des vésicules qui conduit à un défaut de transport des neurotransmetteurs dans ces 
vésicules (Stobrawa et al., 2001; Hara-Chikuma et al., 2005b). En conséquence, 
l'accumulation de neurotransmetteurs dans le corps synaptique serait à l'origine 
d'une dégénérescence sévère du système nerveux central comme observé chez 
l'homme ou la souris lorsque hCLC-3 est muté (Greenamyre, 1986; Stobrawa et al., 
2001; Lukasiuk & Pitkänen, 2002). Cette dégénérescence engendre des troubles du 
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comportement, un retard de croissance et une cécité progressive suite à la 
dégradation de la rétine. 
I.6.1.3. Acidification endosomale des cellules épithéliales du rein 
chez l'homme par hCLC-5 
Parmi les CLCs identifiés chez l'homme, hCLC5 est l'un des membres le 
mieux caractérisé du fait qu'une mutation dans le gène codant pour cette protéine 
engendre une pathologie héréditaire, la maladie de Dent. Cette maladie provoque 
une excrétion urinaire excessive de calcium (hypercalciurie) ou de phosphate 
(phosphaturie), de protéines à bas poids moléculaire (protéinurie) et une 
susceptibilité élevée de produire des calculs rénaux (néphrolithiase ; George, 1998). 
Cette protéine hCLC-5 est exprimée dans les endosomes précoces et les 
endosomes de recyclage des tubules rénaux proximaux. Ces cellules interviennent 
dans la réabsorption de molécules au niveau des reins, évitant leur élimination dans 
les urines. Dans ces cellules, hCLC-5 provoque un efflux d'ions chlorures afin 
d'assurer l'électroneutralité lors de l'acidification de ces vésicules (Hara-Chikuma et 
al., 2005a). La protéinurie observée chez les patients atteints par la maladie de Dent 
est corrélée à un défaut d'endocytose au niveau des membranes apicales des 
tubules rénaux, provoquant une altération du trafic des récepteurs mégaline et 
cubiline (Piwon et al., 2000; Christensen et al., 2003). Ce défaut d'absorption 
entraîne aussi une augmentation de la concentration en PTH (Hormone 
ParaThyroïdienne) dans le milieu extracellulaire qui est responsable de l'endocytose 
de transporteurs de phosphate favorisant la phosphaturie (Piwon et al., 2000) et 
stimulant la conversion enzymatique du précurseur 25(OH)-VitD3 en vitamine D 
active. La vitamine D entraîne alors indirectement une calciurie et la formation de 
calculs rénaux en stimulant très fortement l'absorption de calcium au niveau intestinal 
(Günther et al., 2003). 
I.6.1.4. Acidification des ostéoclastes par hCLC-7 
Chez les mammifères, les os sont remodelés en permanence et résultent 
d'une balance fine entre la formation osseuse et la résorption osseuse contrôlées par 
les ostéoblastes et par les ostéoclastes, respectivement (Kiberstis et al., 2000). Les 
ostéoclastes présentent des villosités de la membrane plasmique avec lesquelles 
fusionnent des vésicules ensomales tardives et lysosomales où sont co-localisés les 
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transporteurs hCLC-7 et des H+-ATPases (Kornak et al., 2001). Une diminution ou 
une perte de l'activité de hCLC-7 chez la souris comme chez l'homme a pour 
conséquence un défaut de résorption osseuse, appelé aussi ostéopétrose. En effet, 
les ostéoclastes dans lesquels hCLC-7 est muté présentent des villosités moins 
développées, ce qui suggére un défaut de fusion des vésicules contenant les 
H+-ATPases (Kornak et al., 2001). Ce défaut de remodélisation osseux conduit à une 
fragilité osseuse associée à une densité osseuse élevée. A plus long terme, le tissu 
osseux calcifié envahit la moelle osseuse ayant pour conséquence une insuffisance 
médullaire caractérisée par une anémie, une leucopénie et une thrombopénie 
(Jentsch et al., 2005).  
I.6.2. Stabilisation du potentiel de membrane 
I.6.2.1. Rôle de CLC-0 dans les électrocytes 
Le gène codant CLC-0 est le premier CLC à avoir été cloné à partir du poisson 
torpille Torpedo marmorata (Jentsch et al., 1990). CLC-0 est un canal chlorure 
localisé à la membrane plasmique des électrocytes qui forment un organe électrique 
utilisé par ces poissons comme moyen de défense contre un prédateur ou pour 
assommer ses proies. CLC-0 participe à la génération du courant électrique grâce à 
la libération d'ions chlorures.  
I.6.2.2. hCLC-1, canal des muscles squelettiques 
Lors de la contracture musculaire, les fibres formant le muscle subissent des 
dépolarisations ponctuelles mettant en jeu des canaux ioniques. Le canal chlorure, 
hCLC-1, est ainsi responsable de la majorité des mouvements d'ions chlorures dans 
les musques squelettiques (Zifarelli & Pusch, 2008). Des mutations dans ces canaux 
chlorures sont associées aux myotonies de Thomsen et de Becker résultant de la 
modification du potentiel de membrane des cellules musculaires et qui conduit à un 
défaut de décontraction musculaire après effort.  
I.6.3. Régulation du volume cellulaire 
La plupart des cellules doivent maintenir leur volume interne en réponse à 
différentes conditions pour maintenir les fonctions biologiques. Pour ce faire, la 
plupart des cellules contrôlent leur volume intracellulaire en ajustant les 
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concentrations intracellulaires des électrolytes osmotiquement actifs à travers 
l'activité de nombreux canaux et transporteurs. Plusieurs membres de la famille des 
CLCs, notamment hCLC2, interviennent dans ces processus en assurant le transport 
des ions chlorures. En effet, l'activité du canal hCLC-2 a été déterminée via 
l'augmentation de la turgescence cellulaire. Par ailleurs, les courants chlorures 
entrants d'hCLC-2 sont activés en réponse à un choc hypoosmotique (Xiong et al., 
1999; Roman et al., 2001). Des résultats similaires ont été obtenus chez CLH3, 
homologue de hCLC-2 chez C. elegans (Rutledge et al., 2001). 
I.6.4. Les CLCs végétaux 
Comme chez les animaux, les canaux et les transporteurs de la famille des 
CLCs jouent un rôle essentiel dans l’import d’anions dans la plante, la régulation de 
la turgescence cellulaire et l'acidification des compartiments intracellulaires. Chez 
Arabidopsis thaliana, 7 gènes codant des CLCs ont été identifiés. D’un point de vue 
évolutif, AtCLC-e et -f présentent une très forte homologie avec les CLCs 
procaryotiques, les autres CLCs appartenant au groupe des CLCs végétaux. Chez le 
riz, 9 gènes putatifs codant pour des membres de la famille des CLCs ont été 
identifiés (Diédhiou & Golldack, 2006; Lv et al., 2009). De manière similaire, au 
moins 7 CLCs sont présents dans le génome du peuplier (Lv et al., 2009). Enfin, des 
membres de la famille des CLCs sont retrouvés dans de nombreuses autres espèces 
végétales à intérêt agronomique comme la tomate, la pomme de terre, le tabac, le 
soja,… (Cf. Figure 6). 
I.6.4.1. AtCLC-a et AtCLC-b, antiporteurs protons/nitrate 
Parmi les 7 CLCs identifiés chez Arabidopsis thaliana, AtCLC-a est le mieux 
caractérisé. AtCLC-a est présent dans la majorité des cellules des parties aériennes 
et dans de la zone de maturation des racines, avec une très forte expression au 
niveau des tissus vasculaires (Lv et al., 2009; De Angeli et al., 2009b). L’expression 
d’AtCLC-a est stimulée par la présence de nitrate (Geelen et al., 2000). Les plantes 
invalidées dans le gène codant AtCLC-a présentent une carence en nitrate en 
comparaison aux plantes sauvages sans modification des teneurs pour d'autres 
anions tels que les ions chlorures, sulfates ou phosphate. De plus, ces mutants ont 
une sensibilité accrue au chlorate, un herbicide analogue au nitrate (Geelen et al., 
2000). La protéine AtCLC-a est localisée au tonoplaste et par des approches  






Figure 6: Arbre phylogénétique de CLCs végétaux 
Les CLCs végétaux sont divisés en deux sous-groupes avec d’un côté constitué 
essentiellement de CLCs végétaux (groupe I) et de l'autre des CLCs proches des 
procaryotes (groupe II). Nt: Nicotiana tabacum; At: Arabidopsis thaliana; St: Solanum 
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électrophysiologiques, il a été démontré que cette protéine est un antiporteur sélectif 
du nitrate (De Angeli et al., 2006). Comme cela a été présenté précédemment, cette 
sélectivité pour les ions nitrates est due à la présence d'une proline Procen dans le 
domaine Scen et la substitution Procen par une sérine permet d'augmenter la sélectivité 
aux ions chlorures (Cf. Chapitre I - I.4; Bergsdorf et al., 2009; Wege et al., 2010). 
Enfin, l’étude d’AtCLC-a a permis de mettre en évidence pour la première fois la 
régulation de l'activité des CLCs par des nucléotiques adénylés (Cf. Chapitre I - I.5; 
De Angeli et al., 2009a). L'ensemble de ces données montre qu'AtCLC-a est un 
élément important impliqué dans l'homéostasie du nitrate par un stockage de cet 
anion dans les vacuoles. 
Similairement, AtCLC-b s'exprime dans les parties aériennes et dans les 
racines mais son expression est plus fortement localisée au niveau des tissus 
vasculaires (Lv et al., 2009; von der Fecht-Bartenbach et al., 2010). La comparaison 
des séquences d'AtCLC-a et AtCLC-b met en évidence une forte homologie de 87 % 
entre les deux protéines, suggérant des propriétés fonctionnelles similaires. Ainsi, 
l’expression d’AtCLC-b, analysé par microarrays en réponse à un influx de nitrate, 
présente une régulation par le nitrate similaire à AtCLC-a (Wang et al., 2003; Gifford 
et al., 2008). De même, l'expression d'AtCLC-b en oocyte de Xénope a permis de 
mettre en évidence une activité antiporteur H+/NO3
- (von der Fecht-Bartenbach et al., 
2007). Néanmoins, les plantes invalidées pour AtCLC-b ne présentent pas de 
modification du contenu en ions nitrate en comparaison avec les lignées sauvages, 
contrairement aux observations réalisées chez les plantes invalidées pour AtCLC-a 
(von der Fecht-Bartenbach et al., 2007). Cette dernière observation s'explique par le 
fait que l'expression d'AtCLC-a est stimulée chez les mutants invalidés pour 
AtCLC-b, suggérant une compensation de la plante à l'absence de la protéine. 
I.6.4.2. Cinq autres membres à caractériser… 
Parmi les autres membres de la famille des CLCs chez Arabidopsis thaliana, 
certains d'entre eux ont été partiellement caractérisés. Leur localisation est connue : 
AtCLC-a, -b et -g sont localisés au tonoplaste, AtCLC-e est adressé aux membranes 
des thylakoïdes et AtCLC-d et -f sont respectivement retrouvés dans le trans et le 
cis-Golgi (Marmagne et al., 2007; von der Fecht-Bartenbach et al., 2007; Lv et al., 
2009). Leur expression tissulaire examinée par l’utilisation du gène rapporteur GUS 
révèle une expression préférentielle dans les tissus vasculaires (Lv et al., 2009). 
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Une analyse QTL (Quantative Trait Loci) et l'étude de mutants suggèrent 
qu'AtCLC-c jouerait un rôle dans le contrôle de l’homéostasie du nitrate. A l’inverse 
d’AtCLC-a et AtCLC-b, l’expression d’AtCLC-c est réprimée par le nitrate et 
l’invalidation d’AtCLC-c semble influencer la balance ionique de nombreux anions 
dont les ions chlorures, contrairement à AtCLC-a qui est spécifique du nitrate 
(Harada et al., 2004).  
AtCLC-d s'exprime dans la racine lors des premiers jours après la germination 
puis dans les parties aériennes (von der Fecht-Bartenbach et al., 2007). L'étude de 
lignées invalidées pour ce gène n'a pas permis de mettre en évidence une 
modification de l'homéostasie ionique mais a montré une réduction de la croissance 
racinaire des lignées mutantes à pH neutre ou acide par rapport aux lignées 
sauvages. De même, la croissance des hypocotyles des lignées invalidées pour 
AtCLC-d est plus fortement inhibée que les lignées sauvages par la concanamycine 
A, un inhibiteur spécifique des V-ATPases qui co-localisent avec AtCLC-d au niveau 
du réseau trans-Golgien (von der Fecht-Bartenbach et al., 2007). Ainsi, AtCLC-d 
participerait à maintenir l'électroneutralité suite aux flux de protons générés par les 
V-ATPases grâce à un influx d'ions chlorures comme suggéré par son motif de 
sélectivité (Cf. Tableau 1). 
AtCLC-e et -f sont localisées dans les membranes des thylakoïdes et dans les 
vésicules Golgiennes, respectivement (Marmagne et al., 2007). Très proches des 
CLCs procaryotiques, leur pore de sélectivité présente un motif totalement inconnu et  
leurs séquences protéiques ne s'apparente pas à celles de la famille des 
transporteurs (Cf. Tableau 1), ce qui ne permet pas d'émettre facilement des 
hypothèses quant à la fonction propre de ces protéines. Des mutants dépourvus de 
la protéine AtCLC-e présentent une diminution de la réduction de la plastoquinone, 
un accepteur d'électrons du photosystème II, au cours de la photosynthèse 
(Marmagne et al., 2007). AtCLC-e interviendrait dans l'homéostasie ionique de 
l'espace intrathylakoïdien des chlorophastes et jouerait indirectement sur le stock en 
plastoquinones et donc sur la photosynthèse.  
AtCLC-g est localisé au tonoplaste des cellules du tissu vasculaire et a un rôle 
possible dans le transit des ions chlorures à travers la plante (Lv et al., 2009). 
 
 













GEF1  GSGISE E E Cl-/H+   
        
AtClC-a Vacuole GPGIPE E E NO3
-/H+ Non 2, 4, 5
AtCLC-b Vacuole GPGIPE E E NO3
-/H+ Non 4 
AtCLC-c Vacuole GSGIPE E E Cl-/H+ Oui 2, 4 
AtCLC-d trans-Golgi  GSGIPE E E Cl-/H+ Oui 1, 2, 4
AtCLC-e Chloroplaste SAGKS E S ? Non 4 
AtCLC-f cis-Golgi  ILDQIR E T ? Non 4 
AtCLC-g Vacuole GSGIPE A E Cl- Non 4 
OsCLC-1 Vacuole GSGIPE E E Cl-/H+ Oui 3 
OsCLC-3 Vacuole GSGIPE E E Cl-/H+ Oui 3 
GmCLC-1 Vacuole GPGIPE E E NO3
-/H+ ?  
CLC-Nt1 Mitochondrie GSGIPE E E Cl-/H+ ?  
 
Tableau 1: Localisation, motifs conservés et sélectivité des CLCs végétaux 
présentés 
Seule la sélectivité ionique pour AtCLC-a et AtCLC-b a été validée 
expérimentalement. Chez AtCLC-e et AtCLC-f, les résidus présents dans Scen ne 
permettent pas de prédire la sélectivité (adapté de Zifarelli & Pusch, 2010; 1: 
Hechenberger et al., 1996; 2: Gaxiola et al., 1998; 3: Nakamura et al., 2006; 4: Lv et 
al., 2009; 5: Wege et al., 2010). 
 
I.6.4.3. Autres espèces végétales 
Chez le tabac, CLC-Nt1 fut le premier CLC végétal identifié (Lurin et al., 
1996). CLC-Nt1 est localisé au niveau des mitochondries et son expression en 
oocytes de Xénopes de CLC-Nt1 montre des courants chlorures (Lurin et al., 1996, 
2000).  
Dans le génome du riz, au moins 7 CLCs présentant une forte homologie avec 
les différents CLCs d'Arabidopsis thaliana ont été identifiés (Cf. Figure 6). Deux 
d'entre eux, OsCLC-1 et OsCLC-3, ont été plus particulièrement étudiés. Ces deux 
isoformes présentent de fortes homologies de séquence avec AtCLC-c et sont 
localisés à la vacuole (Nakamura et al., 2006). L’analyse des transcrits de ces deux 
gènes montre une expression dans les racines et dans les parties aériennes. 
L'expression d'OsCLC-1 est augmentée par un stress salin, ce qui n'est pas le cas 
d'OsCLC-3, suggérant un rôle d'OsCLC-1 dans le transport des ions chlorures au 
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cours du stress. Enfin, l’étude de plantes invalidées pour les gènes OsCLC-1 et 
OsCLC-3 a permis de mettre en évidence un défaut de croissance, suggérant un rôle 
de ces gènes dans la croissance de la plante (Nakamura et al., 2006). 
Enfin, un membre de la famille des CLCs, GmCLC-1, présentant 78 % 
d'identité avec AtCLC-a a été identifié dans les graines de soja. Cette protéine est 
localisée au tonoplaste. Des études sur des cultures cellulaires transgéniques qui 
expriment GmCLC-1 ont montré une augmentation de l'accumulation d’ions chlorures 
au niveau de la vacuole ainsi qu'une augmentation de la tolérance au stress salin. 
L'expression de GmCLC-1 est stimulée par un stress salin ou hydrique (Li et al., 
2006). Ces analyses suggèrent un rôle de GmCLC-1 dans la résistance à un stress 
salin. 
I.6.4.4. Analyse de l'activité antiporteur H+/Cl- des CLCs par 
complémentation de la levure gef1 
Les CLCs étant localisés au niveau d'endomembranes, leur étude directe par 
des approches électrophysiologiques est difficile à mettre en place. Pour pallier ce 
problème technique, la souche de levure invalidée pour son seul membre de la 
famille des CLCs, gef1, est utilisée comme outil pour analyser la famille des CLCs. 
Comme indiqué précédemment, GEF1 participe à l'électroneutralisation d'un influx de 
protons dans des compartiments internes via un transport d'ions chlorures (Cf. 
I.6.1.1). Lors des expériences de complémentation de la souche gef1 avec des 
membres de la famille des CLCs végétaux, seuls ceux présentant comme GEF1 le 
motif de sélectivité aux ions chlorures permettent une croissance de la souche de 
levure en milieu pauvre en fer (Cf. Tableau 1). Ainsi, la complémentation de la 
souche gef1 permet d'identifier les membres de la famille des CLCs intervenant de 
manière similaire au transporteur GEF1 à la neutralisation électrochimique des 
protons via un transport d'ions chlorures. 
II. LA CELLULE DE GARDE, MODELE D'ETUDE DES COURANTS 
IONIQUES 
Lors de la colonisation du milieu terrestre par les végétaux il y a environ 400 
millions d'années, les plantes ont développé une protection nommée cuticule 
(Gensel, 2008). Cette couche cireuse imperméabilise l'épiderme et permet de réduire 
les pertes d'eaux via la transpiration mais limite fortement les échanges gazeux entre 
I N T R O D U C T I O N  
27 
 
la plante et l'atmosphère. Les stomates sont des ruptures dans cette cuticule et sont 
apparus afin de permettre les échanges gazeux. Ils sont localisés principalement à la 
surface des feuilles (Cf. Figure 7A) mais ils sont aussi retrouvés sur d'autres parties 
aériennes, comme les tiges ou les fleurs. Les stomates sont composés d'une paire 
de cellules réniformes appelées cellules de garde et sont juxtaposées à des cellules 
subsidiaires ou cellules compagnes (Cf. Figure 7A-B). Les cellules de garde 
délimitent un pore, l'ostiole, via lequel les gaz vont circuler entre la chambre sous-
stomatique et le milieu extérieur (Cf. Figure 7B). L'ouverture et la fermeture du pore, 
ou mouvements stomatiques, sont dues à des modifications du volume des cellules 
de garde (Cf. Figure 7C-D) qui associent des flux d'ions, la métabolisation 
d'osmolytes et des mouvements d'eau. Au cours de l'ouverture stomatique, un influx 
d'ions est observé, accompagné d'une entrée d'eau dans la cellule responsable 
d'une augmentation de la turgescence des cellules de garde et qui conduit à 
l'ouverture du pore (Cf. Figure 7C; § II.1). A l'inverse lors de la fermeture stomatique, 
les ions sont relargués de la cellule de garde, engendrant une sortie d'eau et une 
plasmolyse des cellules de garde (Cf. Figure 7D; § 0). 
Les stomates contrôlent l'entrée dans la feuille du CO2 nécessaire à la 
photosynthèse et permettent l'évacuation de l'O2 produit au cours de ce processus. 
Ils sont aussi l'un des moteurs principaux de la circulation des solutés des racines 
jusqu'aux parties aériennes via le flux transpiratoire mais surtout la voie principale 
des pertes d'eau pour la plante. C'est la raison pour laquelle les mécanismes 
d'ouverture et de fermeture stomatique sont finement régulés. Le contrôle de 
l'ouverture et de la fermeture du pore stomatique est crucial dans la vie de la plante 
qui doit optimiser ses prises en CO2 tout en limitant ses pertes hydriques. Les flux 
d'eau et de CO2 à travers les stomates dépendent de la pression partielle 
atmosphériques et de celle de la chambre sous-stomatique pour ces deux gaz. 
Tandis que la différence de pression partielle entre la cavité sous-stomatique et 
l’atmosphère est faible pour le CO2, elle est beaucoup plus importante pour l’eau, ce 
qui engrendre une forte assymétrie de l'échange. Ce taux d'échange entre le CO2 et 
l'eau est variable selon le type de photosynthèse de la plante (C3 ou C4). Les 
plantes en C3, plantes dites de régions tempérées, se caractérisent par le fait que le 
premier produit formé après la fixation du CO2 est l'Acide 3-PhosphoGlycérique 
(PGA) à 3 carbones. En revanche, chez les plantes en C4, retrouvées dans les 
régions tropicales et semi-arides, c'est un métabolite à 4 carbones, l'oxaloacétate, 









Figure 7: Vues microscopiques de cellules de garde 
A) et B) Vues en microscopie à balayage A) d'une coupe de feuille de Commelina 
communis et B) d'une coupe transversale d'un épiderme foliaire de Tradescantia 
virigiana. St: stomate; Sb: cellule subsidiaire; Ep: épiderme; Cs: chambre sous-
stomatique; Ms: mésophylle. C) et D) Vues en microscopie confocale de stomates 
d'Arabidopsis thaliana isolés C) à l'obscurité ou D) incubé à la lumière. Les 
mouvements stomatiques sont régulés par une modification de la pression 
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qui est synthétisé et qui est ensuite convertit en malate ou aspartate. Ce type de 
photosynthèse permet de fixer davantage de CO2 et contribue à économiser l'eau de 
la plante (Furbank & Taylor, 1995). De ce fait, les taux d’échange entre les molécules 
d’eau libérées via les stomates et le CO2 fixé sont en moyenne de 500 pour les 
plantes à photosynthèse en C3 et 250 pour les C4 (Willmer & Fricker, 1996). 
La régulation des mouvements stomatiques est finement régulé et résulte de 
l’intégration de nombreux signaux environnementaux tels que la lumière, le CO2, 
l'humidité ou les pathogènes mais aussi de signaux internes, notamment des 
hormones, ou du Ca2+, ces signaux étant parfois antagonistes (Cf. § II.4). Par 
exemple, la lumière stimule l'ouverture stomatique pour permettre l'entrée de CO2 
mais une forte concentration en CO2 induit une fermeture stomatique et la 
combinaison de ces deux stimuli conduit à la fermeture des stomates. De même, en 
réponse à un stress hydrique, l'acide abscissique (ABA) induit une fermeture 
stomatique pour limiter les pertes en eau de la plante. De nos jours, dans le contexte 
d'un réchauffement climatique qui conduit d'une part à une hausse de quelques 
degrés de la température, stimulant l'évapotranspiration, et d'autre part une 
augmentation de la concentration en CO2 qui participe à l'augmentation de l'efficacité 
de la photosynthèse, la compréhension des mécanismes de régulation des 
mouvements stomatiques est essentielle.  
II.1. Mécanisme d'ouverture 
Lors de l'ouverture stomatique, une forte élévation de la concentration en potassium 
est observée (Fischer, 1971; Humble & Raschke, 1971; Dayanandan & Kaufman, 
1975). L'influx de potassium est médié par des canaux potassiques voltage-
dépendant présents sur la membrane plasmique. Ces canaux sont activés par 
l'hyperpolarisation de la membrane plasmique à des valeurs de potentiels inférieurs à 
-100 mV. L'activation de ces canaux est aussi favorisée par une acidification du 
milieu externe (Blatt, 1992; Ilan et al., 1996; Roelfsema & Prins, 1998). 
L'hyperpolarisation nécessaire à l'activation de ces canaux potassiques est 
dépendante de la génération d'un gradient électrochimique via l'extrusion de protons 
dans l'apoplaste (Sze et al., 1999; Roelfsema et al., 2001; Sondergaard et al., 2004). 
Cette extrusion de protons est réalisée grâce à des pompes H+-ATPases activées 
par des photorécepteurs (Cf. § II.4.1; Edwards et al., 1988). Ce flux de protons 
permet une hyperpolarisation du plasmalemme à des potentiels compris entre -150 
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et -250 mV, selon l’espèce végétale considérée (Assmann et al., 1985). L’entrée de 
potassium dans la cellule est compensée électrochimiquement par une entrée 
d’anions (Raschke & Fellows, 1971; Allaway, 1973; Penny et al., 1976). Selon 
l’espèce végétale ou les conditions environnementales, ce sont principalement les  
 
 
Figure 8: Mécanisme d'ouverture stomatique en réponse à la lumière  
Canaux et protéines membranaires intervenant dans les mouvements stomatiques. 
Un stimulus lumineux active les pompes à protons H+-ATPases de la membrane 
plasmique. L'hyperpolarisation engendrée active les différents canaux potassiques 
entrants et des transporteurs anioniques. La majorité de ces ions sont ensuite 
stockés dans la vacuole grâce à des mécanismes similaires: la membrane est 
énergisée grâce à un influx de protons via les pompes à protons V-ATPases et des 
PPases, activant des transporteurs de potassium et d'anions. Du malate et d'autres 
osmoticum organiques sont importés ou produits à partir d'amidon. L'augmentation 
de la pression osmotique engendrée entraîne un influx d'eau massif dans la vacuole 
et une ouverture du pore stomatique. 
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ions chlorures et/ou le malate qui compensent la teneur en potassium (Humble & 
Raschke, 1971; Raschke & Fellows, 1971; Allaway, 1973; Penny et al., 1976). 
D'autres osmolytes non chargés participent au maintien de la pression de 
turgescence des cellules de garde. Ainsi, l'amidon est dégradé afin de libérer du 
saccharose et d'autres métabolites (Outlaw & Manchester, 1979; Talbott & Zeiger, 
1996, 1998; Vavasseur & Raghavendra, 2005). L'ensemble de ces ions est ensuite 
séquestré dans la vacuole. Les concentrations en potassium et en ions chlorures 
sont très fortement modifiés entre l’état fermé et l’état ouvert. Chez Vicia faba, les 
concentrations en ions K+ et Cl- sont quatre fois plus élevées dans les cellules de 
garde lorsque les stomates sont ouverts par rapport aux stomates fermés (Willmer & 
Fricker, 1996). Ces influx ioniques s'accompagnent d'un influx massif d'eau dans la 
cellule qui conduit à une augmentation de la pression de turgescence et à l'ouverture 
de l'ostiole (Cf. ). Chez Vicia faba, la variation du volume des cellules de garde a été 
estimé à environ 40% entre l'état ouvert et l'état fermé (Franks et al., 2001; Shope et 
al., 2003; Meckel et al., 2007). 
II.1. Mécanisme de fermeture 
Lors de la fermeture stomatique, un efflux massif de potassium se produit. Cet efflux 
dépend de la dépolarisation de la membrane plasmique qui est provoquée d'une part 
par la désactivation des pompes H+-ATPases et d'autre part par l’activation de 
canaux anioniques sortants. A l'obscurité, les H+-ATPases du plasmelemme se 
désactivent, ce qui induit une diminution du potentiel de membrane (Merlot et al., 
2007). Par ailleurs, l'activation de canaux anioniques génère un efflux soutenu 
d'anions engendrant alors une dépolarisation de la membrane jusqu'à des valeurs de 
potentiel d'environ -40 mV. Ceci permet l’activation de canaux 
potassiques sortants voltage-dépendant et la désactivation des canaux potassiques 
entrants. Les efflux de potassium et d’anions engendrent un efflux d’eau responsable 
de la plasmolyse des cellules de garde qui conduit à la fermeture du pore (Cf. Figure 








Figure 9: Mécanisme de fermeture stomatique 
Les ions sont évacués de la vacuole par divers systèmes de transports encore peu 
connus. La membrane plasmique est dépolarisée par la désactivation des pompes 
H+-ATPases et l'activation d'efflux d'anions via des canaux anioniques rapides, lents 
et mécanosensibles. Cette dépolarisation active des canaux potassiques sortants. La 
sortie du potassium et des anions entraîne un efflux d'eau. Au cours de la fermeture 
stomatique, le calcium est un messager secondaire important. 
 
 
II.2. Rôle de la vacuole dans les mouvements stomatiques 
Au cours des mouvements stomatiques, près de 90% des solutés sont 
transportés et séquestrés dans la vacuole afin de limiter de fortes variations de 
l'osmolarité du cytoplasme qui seraient néfastes pour le métabolisme cellulaire. Le 
transport des solutés dans la vacuole au cours de l'ouverture stomatique et leur 
remobilisation pendant la fermeture stomatique sont donc cruciaux. La vacuole des 
cellules de garde est aussi une réserve de lipides membranaires nécessaires à 
l'adaptabilité des membranes aux importants changements du volume cellulaire au 
cours des mouvements stomatiques. En effet, les membranes ne peuvent s'étirer 
que de 5 % grâce à leur élasticité (Wolfe & Steponkus, 1983) et leur plasticité 
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nécessite donc une variation de leur superficie. Chez Arabidopsis thaliana, l'induction 
de la fermeture stomatique par une application d'ABA induit une réduction du volume 
cellulaire et de la vacuole de 10 et 20 %, respectivement. Une partie de la membrane 
plasmique est internalisée au cours de la fermeture stomatique et la surface du 
tonoplaste augmente de 20 % dans les premières minutes suivant un choc 
osmotique, suggérant un processus indépendant des flux ioniques (Franks et al., 
2001; Tanaka et al., 2007; Shope & Mott, 2006). Au cours de la fermeture 
stomatique, la vacuole se fragmente en plusieurs petites vacuoles dont la membrane 
est fortement invaginée (Gao et al., 2005; Tanaka et al., 2007; Sano et al., 2008). 
Ces variations de surface sont dues à des transferts de membrane observés entre la 
membrane plasmique et le tonoplaste, l'inhibition de ces transferts de membrane 
entraînant une réduction des mouvements stomatiques (Gao et al., 2005; Shope & 
Mott, 2006; Tanaka et al., 2007; Sano et al., 2008). 
II.3. Les systèmes de transports ioniques impliqués dans les 
mouvements stomatiques 
II.3.1. Les pompes à protons H+-ATPases 
Les pompes à protons H+-ATPases sont des protéines transmembranaires qui 
transloquent des protons grâce à l'énergie fournie par l'hydrolyse d'une molécule 
d'ATP. Chez les végétaux, on retrouve des pompes à protons dans les sous-familles 
des P-ATPases et des V-ATPases. Lors de l'ouverture stomatique, 
l'hyperpolarisation de la membrane plasmique s'effectue via des pompes H+-
ATPases appartenant à la famille des ATPases de type P. Les P-ATPases sont des 
protéines à 10 domaines transmembranaires et 4 domaines cytoplasmiques: un 
domaine activateur (A), un domaine de phosphorylation (P), un domaine de liaision 
aux nucléotides (N) et un domaine régulateur (R; cf. Figure 10A). Le génome 
d'Arabidopsis thaliana révèle l'existance de 12 H+-ATPases appelées aussi AHA1 à 
12 (Palmgren, 2001). On retrouve des AHA exprimées à travers toute la plante. 
AHA1, AHA2 et AHA5 sont les isoformes majoritairement exprimées dans la cellule 
de garde (Ueno et al., 2005). Des études récentes dans le laboratoire montrent que 
l'isoforme AHA5 est exprimée spécifiquement dans la cellule de garde, suggérant 
une fonction particulière qui reste à être déterminée. Des études chez Vicia faba 
montrent que l'activité des H+-ATPases dans les cellules de garde est deux fois  




Figure 10: Famille des pompes à protons 
A) Représentation schématique d’AHA1, un membre de la famille des ATPases de 
type P. Les domaines A, N, P et R correspondent respectivement au domaine 
activateur, au domaine de liaison aux nucléotides, au domaine de phosphorylation et 
au domaine régulateur. Les mutations indiquées correspondent aux mutants ost2-1D 
et ost2-2D (Cf. § II – 3) a/) B) Représentation du complexe H+-ATPase de type V 
composé de l’association de plusieurs sous-unités. La partie membranaire V0 est 
responsable du transfert des protons et est constitué d’une couronne de 6 
protéolipides c, c’ et c’’ et des sous-unités a et e. La partie cytoplasmique V1 est 
responsable de l’hydrolyse de l’ATP grâce à un hexamère formé des sous-unités A 
et B. Les domaines V0 et V1 sont reliés par les sous-unités D et F de V1, les sous-
unités a et d de V0 et les sous-unités C, E, G et H. C) Représentation schématique 
d'une pyrophosphatase végétale. Le site de fixation du substrat (S) et deux sites 
acides (A1 et A2) impliqués dans l'hydrolyse du substrat sont indiqués sur les 
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supérieure à celle des cellules du mésophylle (Lohse & Hedrich, 1992; Becker et al., 
1993). L'ouverture stomatique en réponse à la lumière est initiée via l'activation de 
photorécepteurs de la lumière bleue ou phototropines, PHOT1 et PHOT2, qui sont 
des récepteurs kinase  (Kinoshita et al., 2001, 2003). L'activation des phototropines 
par autophosphorylation et liaison aux protéines 14.3.3 conduit à l'activation des H+-
ATPases (Cf. § II.4.1;Kinoshita & Shimazaki, 2002; Ueno et al., 2005). De 
nombreuses études ont montré l'importance du rôle des H+-ATPases dans les 
mécanismes d'ouverture stomatique. En réponse à la lumière, l'application de 
vanadate, un inhibiteur de pompes à protons, réduit l'ouverture stomatique chez 
Commelina communis (Schwartz et al., 1991). De même, la co-suppression d'une 
l'H+-ATPase, PMA4, par son expression sous contrôle du promoteur 35S chez le 
tabac diminue le degré d'ouverture stomatique, même en présence de fusicoccine, 
une phytotoxine fongique, qui stimule l'activité des pompes à protons en stabilisant 
l'interaction avec les protéines 14.3.3 (Olsson et al., 1998; Zhao et al., 2000; 
Kinoshita & Shimazaki, 2001; Alsterfjord et al., 2004).  
Plus récemment, la réalisation de différents cribles génétiques par caméra 
infrarouge a permis l'identification de mutants dominants sur le locus AHA1, ost2-1 et 
ost2-2, (Open STomata) dans les écotypes Landsberg erecta (Ler) et Columbia 
(Col-0), respectivement (Merlot et al., 2002, 2007). Ces mutants présentent des 
mutations ponctuelles dans le gène codant AHA1: chez le mutant ost2-1, la proline 
68 localisée du côté cytoplamique de son premier domaine est substituée par une 
sérine et chez le mutant ost2-2 deux mutations ont été identifiées, une dans le 
domaine activateur L169F et une dans le domaine auto-inhibiteur G857S (Cf. Figure 
10A). La mutation P68S chez ost2-1D et la mutation G857 chez ost2-2D conduisent 
à l'activation constitutive d'AHA1. Ces mutants ont des stomates beaucoup plus 
ouverts à la lumière et à l'obscurité que les plantes sauvages, sont insensibles à 
l'ABA et par conséquent hypersensibles à un stress hydrique (Merlot et al., 2007). 
Par ailleurs, des expériences antérieures réalisées chez Commelina communis ont 
montré que la fusicoccine est capable d'induire une ouverture stomatique à 
l'obscurité (Squire & Manfield, 1974). L'ensemble des travaux réalisés à ce jour 
montre l'importance du rôle des H+-ATPases dans les mécanismes d'ouverture mais 
aussi de la nécessité de leur désactivation pour permettre la fermeture stomatique 
notamment en réponse à l'ABA.  
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Au niveau du tonoplaste, le potentiel de membrane est énergisé par 2 types 
de pompes à protons, les H+-ATPases vacuolaires V-ATPases, (VHA; Vacuolar H+-
ATPases) et les pyrophosphatases vacuolaires V-PPases (Cf. Figure 10B-C). 
L'activité combinée de ces deux pompes crée le gradient de protons et le potentiel de 
membrane nécessaire pour le transport de composés contre leur gradient de 
concentration ou leur gradient électrochimique. Les V-ATPases sont des ATPases 
de type F (Cf. Figure 10B). Elles présentent une structure très conservée formée de 
plusieurs sous-unités organisées en deux sous-complexes: un complexe 
membranaire V0 (sous-unités VHA-a, -c, -c', -c'', -d et –e) responsable du transfert 
de protons et un complexe périphérique V1 composé de 8 sous-unités (VHA-A à -H) 
qui est responsable de l'hydrolyse de l'ATP (Sze et al., 2002; Padmanaban et al., 
2004). Seul le gène codant pour une sous-unité C du complexe V1 a été identifié 
chez Arabidopsis thaliana (Schumacher et al., 1999). Chez le mutant det3 (De-
ETiolated-3), l'expression de cette sous-unité C est réduite d’environ 50%, ce qui a 
pour conséquence une diminution de l’activité de la V-ATPase et qui conduit à une 
altération de la fermeture stomatique en réponse au calcium (Schumacher et al., 
1999; Allen et al., 2000).  
En comparaison aux V-ATPases, les V-PPases sont des enzymes qui 
présentent une structure beaucoup plus simple (Cf. Figure 10C). Elles sont formées 
par des homodimères d'un polypeptide AVP1, AVP2 ou AVPL1 et utilisent l'énergie 
de l'hydrolyse du pyrophosphate en phosphate inorganique pour transporter les 
protons (Drozdowicz et al., 2000; Shimaoka et al., 2004). Le rôle des 3 V-PPAses 
identifiées chez Arabidopsis thaliana dans les mouvements stomatiques reste 
incertain. 
II.3.2. Canaux potassiques 
Le potassium est un élément majeur responsable de la variation de la 
turgescence des cellules de garde. Des études électrophysiologiques réalisées sur 
des protoplastes de cellules de garde de Vicia faba ont permis l'enregistrement au 
niveau de la membrane plasmique de courants potassiques entrants et sortants 
(Schroeder et al., 1987). Les courants K+ entrants s'activent pour des potentiels de 
membrane inférieurs à -100 mV alors que des valeurs de potentiels dépolarisants, 
supérieurs à -40 mV, activent des courants K+ sortants (Schroeder et al., 1987). A ce 
jour, 4 familles de canaux et transporteurs de potassium ont été identifiées chez 
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Arabidopsis thaliana: i) la famille des transporteurs KUP/HAK/KT (K+ UPtake/High-
Affinity K+ transporter/K+ Transporter) composée de 13 membres, ii) la famille des 
canaux potassiques TPK/KCO (Tandem-Pores K+ channel/K+ Outward rectifying 
Channel) composée de 5 membres à 2 domaines pores et d'1 membre à 1 seul 
domaine pore, iii) la famille des canaux potassiques des Shaker constituée de 9 
membres et iv) la famille des antiporteurs CHX (Cations/H+ eXchangers) composée 
de 24 membres (Cf. Figure 11; pour revue: Maser et al., 2001; Véry & Sentenac, 





Figure 11: Canaux et transporteurs potassiques 
Topologie proposée pour les différentes familles de canaux et transporteurs du 
potassium identifiés chez les végétaux. Les protéines de la famille des Shakers 
possèdent 6 domaines transmembranaires (TMD) dont 1 domaine senseur du 
voltage (représenté par ++), une boucle P participant à la formation du pore, un 
domaine putatif de liaison aux nucléotides cycliques (CNBD) et parfois un domaine 
ankyrine (Anky). Les canaux Shaker résultent d’une tétramérisation et possèdent un 
seul pore central. Le domaine KHA participerait à la tétramérisation. La famille des 
TPK/KCO code pour des canaux et est subdivisée en protéines à 2 pores/4 TMD et 1 
pore/2TMD. Les protéines de la famille des TPK/KCO possèdent un domaine de 
liaison au calcium (EF). La famille des KUP/HAK/KT correspond à des transporteurs 
à 12 domaines transmembranaires. Abbréviations : ext : milieu extracellulaire, mb : 
membrane, cyt : cytoplasme, (W)IR/OR: (faible) rectification entrante/sortante 
(d’après Véry & Sentenac, 2003). 




Les courants potassiques du plasmalemme de la cellule de garde sont portés par 
des canaux potassiques de la famille des Shaker. En effet, l'identification et la 
caractérisation en système hétérologue des canaux KAT1 et AKT1 a montré que ces 
canaux sont activés par un pH acide et génèrent des courants potassiques entrants 
à des valeurs de potentiels hyperpolarisants semblables aux courants entrants 
enregistrés dans la cellule de garde (Anderson et al., 1992; Sentenac et al., 1992;  
Schachtman et al., 1992; Bertl et al., 1994, 1995). Ainsi, au cours des mécanismes 
d'ouverture stomatique, la stimulation des pompes à protons permet l'activation de 
ces canaux d'une part via l'énergisation de la membrane et d'autre part via 
l'acidification du milieu externe. Parmi les 6 membres de la famille des Shaker KAT1, 
KAT2, ATK1, ATK2/3, AtKC1 et GORK identifiés dans la cellule de garde, KAT1 est 
le plus exprimé et a été le plus étudié (Szyroki et al., 2001). De façon surprenante, 
l'invalidation de KAT1 n'influence que très peu l'ouverture stomatique (Nakamura et 
al., 1995; Müller-Röber et al., 1995; Szyroki et al., 2001). Par la suite, des études ont 
montré que les Shakers forment préférentiellement des hétéromères, ce qui permet 
d'accroître la variabilité des propriétés de ces canaux (Pilot et al., 2001; Kwak et al., 
2001; Ivashikina et al., 2005; Xicluna et al., 2007; Lebaudy et al., 2010). Notamment 
dans la cellule de garde, les sous-unités KAT1, KAT2, ATK1, ATK2/3 participeraient 
à l'élaboration de canaux entrants, la sous-unité ATK2/3 confèrant une sensibilité au 
calcium (Ivashikina et al., 2005). AtKC1 est une sous-unité silencieuse capable de 
s'associer avec ATK1, ATK2/3 ou KAT1 afin de modifier leurs propriétés 
fonctionnelles comme la valeur du seuil d'activation par le potentiel de membrane, 
leur sélectivité ionique ou leur sensibilité au pH (Reintanz et al., 2002; Duby et al., 
2008). L'expression d'une sous-unité KAT2 dominant-négatif dans des lignées 
invalidées pour KAT2 a permis l'obtention de plantes dont les cellules de garde sont 
totalement dépourvues de courants potassiques entrants (Lebaudy et al., 2008). 
Dans ces plantes transgéniques, l'ouverture stomatique est très fortement réduite en 
réponse à la lumière par rapport aux plantes sauvages. Même l'activation des 
pompes à protons par la fusicoccine n'est pas suffisante pour induire l'ouverture 
stomatique chez ces mutants. Cette suppression de l'ouverture stomatique est 
semblable à celle observée en présence de Cs+, un inhibiteur des canaux 
potassiques. A l'échelle de la plante entière, les analyses montrent que l'absence des 
courants potassiques entrants est corrélée à une incapacité de répondre à la lumière 
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ou à une absence de CO2, deux stimuli de l'ouverture stomatique (Lebaudy et al., 
2008). Ces résultats soulignent l'importance du rôle des canaux potassiques entrants 
de la famille des Shakers et de leur hétéromérisation dans l'ouverture stomatique. 
Des études réalisées in vitro montrent que le canal KAT1 peut être phosphorylés en 
réponse à l'ABA par des kinases ABA-dépendantes ou par des kinases calcium-
dépendantes CDPK (Li et al., 1998; Mori et al., 2000), ce qui engendre l'inactivation 
des courants entrants (Berkowitz et al., 2000). Paralèllement, l'ABA joue aussi un 
rôle sur la localisation intracellulaire de KAT1 en induisant son internalisation, ce qui 
suggère une régulation de l'adressage de ces canaux en réponse à différents stimuli 
(Sutter et al., 2007). Enfin, au cours d'un stress hydrique, l'activité de la sous-unité 
KAT1 peut être inhibée par des polyamines telles que la spermidine pour conduire à 
la fermeture stomatique (Liu et al., 2000).  
Au niveau des courants sortants, GORK est la seule sous-unité identifiée à ce 
jour. Ce canal est activé par des pH alcalins et par dépolarisation (Ache et al., 2000). 
Son invalidation dans la plante n'affecte pas l'ouverture stomatique en réponse à la 
lumière mais conduit à une fermeture stomatique partielle en réponse à l'obscurité ou 
l'ABA, ce qui diminue la sensibilité de ces plantes à un stress hydrique (Hosy et al., 
2003). Ces résultats suggérent l'existence d'autres canaux ou transporteurs 
impliqués dans les mécanismes de fermeture stomatique, comme par exemple des 
canaux mécanosensibles ou des canaux de cations non sélectifs (Cosgrove & 
Hedrich, 1991; Demidchik et al., 2002). 
Au niveau de la vacuole, le potassium est transporté par des canaux lents (SV 
pour Slow Vacuolar channels), des canaux rapides (FV pour Fast Vacuolar channels) 
et des canaux sélectifs du potassium (VK pour K+-selective Vacuolar channels ; 
Ward & Schroeder, 1994). Des études réalisées chez Vicia faba montrent que ces 3 
types de canaux sont régulés différemment par le calcium: les canaux FV voltage-
dépendants sont activés instantanément par une concentration en Ca2+ inférieure à 
100 nM, les canaux VK non voltage-dépendants sont activés par une concentration 
en Ca2+ supérieure à 100 nM et les canaux SV sont activés à des valeurs de 
potentiels positifs et à une concentration en Ca2+ cytoplasmique supérieure à 600 nM 
cytoplasmique (Allen & Sanders, 1996). Les canaux SV et FV ont une sélectivité 
préférentielle pour le calcium (Allen & Sanders, 1996). La nature moléculaire et la 
fonction de ces canaux dans les mécanismes de régulation des mouvements 
stomatiques restent à ce jour inconnues. En revanche, deux candidats potentiels 
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membres de la famille des TPK, TPK1 et TPK3, ont été identifiés au tonoplaste des 
cellules de garde (Czempinski et al., 2002; Voelker et al., 2006). TPK1 est un canal à 
rectification sortante dont l'activité est indépendante du potentiel de membrane et 
dépendante du calcium (Czempinski et al., 1997). Son invalidation induit une 
fermeture stomatique plus lente en réponse à l'application d'ABA (Gobert et al., 
2007). L'activité de TPK1 est l'un des éléments principaux des courants vacuolaires 
de type lent, suggérant que TPK1 serait un canal de type SV (Bihler et al., 2005). La 
fonction de TPK3 est encore inconnue à ce jour.  
Parmi les membres de la famille des échangeurs cations/protons, seul 
AtCHX20 s'exprime dans la cellule de garde (Padmanaban et al., 2007). Ce 
transporteur est localisé au tonoplaste et l'invalidation d'AtCHX20 dans la plante 
induit une réduction de 35 % de l'ouverture stomatique en réponse à la lumière par 
rapport aux plantes sauvages quelque soit la concentration en potassium enterne la 
valeur du pH externe. Ces résultats suggèrent qu'AtCHX20 participerait à la 
régulation de l'homéostasie du potassium et du pH lors des mécanismes d'ouverture 
stomatique (Padmanaban et al., 2007).  
II.3.3. Transport des anions 
Au cours de l’ouverture stomatique, des anions organiques et inorganiques 
sont accumulés afin de compenser l'entrée de charges positives due à l'influx massif 
de potassium. A l'inverse, c'est un efflux soutenu d'anions qui permet la 
dépolarisation de la membrane plasmique nécessaire à l'activation des canaux 
potassiques sortants lors de la fermeture stomatique. Des mesures de concentration 
en ions dans les cellules de garde ont montré qu’il existe une forte variation des 
concentrations en ions chlorures dans les vacuoles de stomates ouverts ou fermés 
(Willmer & Fricker, 1996). Ces mouvements d'anions mettent en jeu des 
transporteurs et des canaux au niveau du plasmalemme et du tonoplaste.  
II.3.3.1. Les courants anioniques de la membrane plasmique  
L'étude des courants anioniques de la membrane plasmique de cellules de 
garde par des approches électrophysiologiques a révélé l'existence de deux types de 
courants, des courants dits rapides (R-type) et des courants dits lents (S-type), qui 
présentent des propriétés intrinsèques différentes (Hedrich et al., 1990; Schroeder & 
Keller, 1992). 
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Les courants de type R présentent des cinétiques d'activation et d'inactivation 
très rapides de l'ordre de la milliseconde. Ils sont fortement voltage-dépendants et 
activés entre -100 mV et +30 mV selon une courbe en cloche inversée avec une 
activité maximale observée entre -30 et -70 mV. Les courants se désactivent suite à 
une stimulation soutenue et permettent un efflux transitoire d’anions. De ce fait, ces 
courants participeraient à l'ajustement rapide du potentiel de membrane. Des 
mesures du rapport de perméabilité par rapport aux ions Cl- ont permis de 
déterminer leur propriété de sélectivité : NO3
- ≥ I- > Br- > Cl- >> malate (Hedrich & 
Marten, 1993).  
Contrairement aux courants de type R, les courants de type S ont des 
cinétiques d'activation et de désactivation très lentes de l'ordre de plusieurs 
secondes. Faiblement voltage-dépendants, ces courants rectifiants entrants pour des 
valeurs de potentiels de membrane négatifs permettent un efflux soutenu d'anions 
responsable de la dépolarisation de la membrane plasmique nécessaire à la 
fermeture stomatique. La sélectivité de ces courants a été déterminée: NO3
- > Br- > F- 
≈ Cl- ≈ I- > malate (Schmidt & Schroeder, 1994). 
Ces deux types de courants anioniques sont activés en présence de calcium 
et par l'ABA (Schroeder & Hagiwara, 1989; Hedrich et al., 1990; Roelfsemay et al., 
2003). Bien que ces canaux ou transporteurs aient été abondamment étudiés, 
l'identité moléculaire de certains d'entre eux n'a été révélée que très récemment. 
II.3.3.2. Identification du canal anionique lent de type S: SLAC1 
La protéine SLAC1 (SLow Anion Channel-associated 1) a été identifiée suite à 
la réalisation de cribles génétiques par caméra infrarouge soit en réponse à une 
élévation de la concentration en CO2 atmosphérique, soit en réponse à l'ozone (Negi 
et al., 2008; Vahisalu et al., 2008). Ce transporteur appartient à une famille de 5 
isoformes chez Arabidopsis thaliana. Il est constitué de 10 domaines 
transmembranaires prédits (Cf. Figure 12A) et présente des homologies avec les 
transporteurs de dicarboxylates (4 carbones) de bactéries et de champignons. La 
recherche de mutants affectés dans la réponse au CO2 a conduit à l'identification de 
slac1-2, qui ne ferme pas ses stomates en réponse à une augmentation de la 
concentration en CO2, alors que les allèles slac1-1 et slac1-3 ont été identifiés en 
réponse à l'ozone. L'ensemble des mutations identifiées conduisent à une perte de 
l'activité de la protéine. Des propriétés semblables ont été observées chez ces 




Figure 12: Topologies prédites des canaux et transporteurs anioniques 
A) Organisation structurale de SLAC1 en 10 domaines transmembranaires (TM), 
proposée d'après le profil d'hydrophobicité. B) Topologie d'AtMRP5 proposée d'après 
les structures connues des transporteurs SUR et CFTR. Les 17 domaines TM 
forment 3 sous-domaines. Trois domaines cytoplasmiques permettant la liaison à 
des nucléotides (NBD). C) Topologie proposée d'AtALMT12, d'après les profils 
d'hydrophobicité. Les 6 à 8 domaines TM forment deux sous-domaines. Le sous-
domaine N-terminal comporte 5 à 6 domaines TM et le sous-domaine C-terminal est 
constitué d'1 à 2 domaines TM. La structure de la zone entre les deux sous-
domaines est incertaine. D) Topologie prédite d'AtNRT1, d'après son profil 
d'hydrophobicité. AtNRT1 est une protéine à 12 domaines TM répartis en deux sous-
domaines de 6 domaines. La boucle reliant les deux sous-domaines (en bleu) est 
composée d'acides aminés chargés (d'après Tsay et al., 1993; Kovermann et al., 
2007; Dalmas, 2007; Negi et al., 2008). 
 
 
mutants. En effet, les stomates des plantes invalidées pour SLAC1 ne se ferment 
pas en réponse à une forte concentration au CO2, à l'ABA ou à l'obscurité par rapport 
aux plantes sauvages. De plus, les stomates chez les plantes invalidés slac1-1 et 
slac1-3 sont incapables de se fermer en réponse à des oscillations calciques et à 
des espèces réactives comme l'H2O2 ou le NO contrairement aux lignées sauvages. 
Cette plus faible sensibilité des stomates à l'ABA est retrouvée sur épidermes isolés. 
Finalement, des études électrophysiologiques montrent un défaut d'activation du 
canal lent en réponse à l'ABA ou au Ca2+ chez les mutants slac1-1. Le canal rapide 
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Ces observations sont en accord avec les résultats obtenus chez les mutants slac1-2 
dont les stomates présentent un excès d'anions organiques tels que le malate ou le 
fumarate mais aussi d'ions inorganiques tels que Cl- et K+. L'ensemble des résultats 
obtenus sur ces différents mutants montrent le rôle essentiel de la protéine SLAC1 
dans la régulation des courants anioniques de type S de la cellule de garde. En 
revanche, les propriétés intrinsèques du canal n'ont pu être mises en évidence suite 
à l'expression de la protéine SLAC1 seule en système hétérologue. Toutefois, la co-
expression de cette protéine avec des kinases telles qu'OST1 (Open STomata) 
permet l'enregistrement de courants anioniques, ce qui suggère qu’OST1 stimule 
l’activation de SLAC1 notamment en réponse à l’ABA via la phosphorylation directe 
de la protéine. A l’inverse, ces courants sont inhibés par les phosphatases ABI1 et 
ABI2 qui contrôlent négativement la voie de signalisation ABA (Geiger et al., 2009). 
SLAC1 est aussi activée par des CDPK (Calmodulin-like Domain Protein Kinases), 
CPK21 et CPK 23, de la voie de signalisation Ca2+-dépendante (Geiger et al., 2010). 
L'ensemble de ces expériences montrent que SLAC1 joue un rôle essentiel dans le 
contrôle des courants anioniques lents de la cellule de garde et que cette protéine 
est fortement régulée par phosphorylation.  
D'autres transporteurs ont été décrits comme étant impliqués dans la 
régulation des courants anioniques lents. C'est notamment le cas d'AtMRP5, un 
transporteur de la famille des ABC (ATP Binding Cassette; cf. Figure 12B). AtMRP5 
présente une forte identité avec un canal chlorure humain, le CFTR (Cystic Fibrosis 
Transmembrane conductance Regulator, 40 % d'identité), et la protéine-récepteur 
SUR (SulfonylUrea Receptor, 33 % d'identité, une sous-unité du canal potassique 
KATP,. L'invalidation du gène AtMRP5 affecte l'ouverture stomatique en présence de 
glibenclamide, un inhibiteur de protéines ABCs connu pour stimuler l'ouverture 
stomatique (Gaedeke et al., 2001). Par ailleurs chez ces lignées invalidées, 
l'activation des courants anioniques lents et des courants calciques par le calcium et 
par l'ABA est fortement diminuée (Suh et al., 2007). Néanmoins, aucune activité de 
transport d’ions n'a pu être mise en évidence en système hétérologue (Dalmas, 
2007). Plus récemment, il a été démontré qu’AtMRP5 est un transporteur d’inositol 
hexakisphosphate, une facteur de signalisation régulant l’activité des courants Cl- 
(Nagy et al., 2009). L'ensemble de ces données suggèrent qu'AtMRP5 serait un 
régulateur des courants anioniques de la cellule de garde. 
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II.3.3.3. Identification du transporteur rapide de type R: AtALMT12 
Très récemment, des études ont permis l'identification d'AtALMT12 
(Transporteurs de Malate activés par l'ALuminium) comme étant le canal anionique 
de type R de la membrane plasmique de la cellule de garde (Sasaki et al., 2010). 
L'étude de profils d'hydrophobicité des membres de cette famille de transporteurs 
suggère la présence de 5 à 7 domaines transmembranaires du côté N-terminal 
séparés par une boucle cytoplasmique de 1 à 2 domaines transmembranaires du 
côté C-terminal (Cf. Figure 12C; Kovermann et al., 2007). L'identification et la 
caractérisation de plantes invalidées pour le gène AtALMT12 montrent que les 
stomates de ces plantes se ferment moins à l'obscurité, en présence d'ABA ou de 
calcium que les plantes sauvages sans modifier l'ouverture à la lumière (Sasaki et 
al., 2010). De la même façon, la réponse des mutants à une élévation de la 
concentration en CO2 est fortement réduite (Meyer et al., 2010). L'expression 
d'AtALMT12 en oocyte de Xénope a permis l'enregistrement de courants anioniques 
présentant les propriétés de sélectivité suivantes: NO3
- > Cl- > malate > SO4
2- 
(Sasaki et al., 2010). L'enregistrement des courants anioniques de type R chez les 
plantes sauvages et mutantes n'a pas permis d'observer des différences 
significatives (Sasaki et al., 2010). En revanche, en présence de malate qui avait été 
préalablement décrit comme étant un activateur des courants anioniques de type R 
des cellules de garde (Hedrich & Marten, 1993; Raschke, 2003), l'amplitude des 
courants est fortement diminuée chez les plantes mutantes (-40 %) en comparaison 
aux plantes sauvages (Meyer et al., 2010). Ces résultats suggèrent qu'AtALMT12 
confère la sensibilité au malate du canal anionique de type R.  
II.3.3.4. Un transporteur de nitrate dans la cellule de garde, AtNRT1  
En absence d’ions chlorures, l’ouverture stomatique peut mobiliser du nitrate 
notamment via le transporteur AtNRT1.1 (Nitrate TRansporter; ou CHL1, CHLorate 
transporter). AtNRT1 est constitué de 12 domaines transmembranaires (Cf. Figure 
12D), et est sélectif du nitrate. L'invalidation du gène AtNRT1.1 empêche l’ouverture 
du pore stomatique lorsque le seul anion présent dans le milieu est le nitrate (Tsay et 
al., 1993; Guo et al., 2003). Ce défaut d’ouverture est alors du à une absence 
d’accumulation de nitrate dans les cellules de garde (Guo et al., 2003).  
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II.3.3.5. Transport des anions dans la vacuole 
Au niveau de la vacuole des cellules de garde, très peu de canaux et de 
transporteurs ont été identifiés à ce jour. Chez Vicia faba, des courants chlorures 
VCL (Vacuolar ChLoride currents) et des courants malate ont été enregistrés et sont 
activés par des CDPKs (Pei et al., 1996). L'identité moléculaire de ces canaux 
chlorures n'a pas encore été résolue. En revanche, un transporteur de malate AttDT 
(Tonoplast Dicarboxylate Transporter) a été identifié au niveau des parties aériennes 
chez Arabidopsis thaliana. Des plantes disruptées dans le gène codant AttDT 
accumulent moins de malate suggérant un rôle dans l'import du malate mais le rôle 
de ce transporteur dans les mouvements stomatiques n'a pas été clairement établi 
(Emmerlich et al., 2003). 
II.3.4. Canaux calciques 
Le calcium est impliqué dans les mécanismes de fermeture stomatique en 
réponse à divers stimuli tels que l'obscurité, l'ABA, le CO2, le froid ou un stress 
oxydatif (McAinsh, 1990; McAinsh et al., 1996; Kwak et al., 2003). De plus, une 
application de calcium extracellulaire conduit à la fermeture stomatique (Allen et al., 
2001). Plusieurs canaux et transporteurs de calcium ont été identifiés à ce jour dans 
les cellules de garde. Au niveau de la vacuole, TPC1 (Two pores channel) a été 
identifié comme étant un canal calcique lent calcium-dépendant impliqué dans 
l'inhibition de l'ouverture stomatique à la lumière (Peiter et al., 2005; Islam et al., 
2010). De même, CAX1 et CAX3 sont des antiporteurs Ca2+/H+ vacuolaires de la 
famille des CAX (CA2+ eXchangers) présents dans les cellules de garde (Leonhardt 
et al., 2004). Ces protéines joueraient un rôle dans la signalisation calcique, 
notamment en réponse à l'ABA qui induit une augmentation de l'expression de CAX1 
et CAX3 (Leonhardt et al., 2004). Enfin, l'identité moléculaire d'autres transporteurs 
de calcium décrits comme étant régulés par l'ADPRc (Adenosine 5′-DiphosPhoribose 
Cyclique), l'AMPc (Adenosine MonoPhosphate Cyclique) ou l'Ins3P (INoSitol tri 
Phosphate) reste à ce jour à découvrir (Allen et al., 1995; Lemtiri-Chlieh & Berkowitz, 
2004). 
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II.4. Régulation des mouvements stomatiques 
II.4.1. Lumière 
En réponse aux besoins en CO2 de la plante, les stomates s’ouvrent à la 
lumière. Cette régulation dépend fortement de la qualité de la lumière. L’ouverture 
stomatique est induite principalement par la lumière bleue, à une longueur d’onde 
moyenne de 470 nm (Pemadasa, 1982a). Une faible intensité lumineuse bleue induit 
l’ouverture stomatique en activant les H+-ATPases (Assmann et al., 1985; Shimazaki 
et al., 1986) et favorise l’entrée du potassium (Hsiao et al., 1973). La lumière bleue 
induit aussi la dégradation des réserves d’amidons en composés carbonés tels que 
le malate ou des sucres (Talbott & Zeiger, 1993). La concentration en malate 
augmente fortement pendant les 30 premières minutes alors que les sucres 
s’accumulent progressivement, suggérant un rôle possible du malate dans la 
signalisation. Des études sur protoplastes montrent la présence d’un récepteur du 
signal interne à la cellule de garde (Zeiger & Hepler, 1977). Le signal lumineux est 
perçu par les photorécepteurs PHOT1 et PHOT2 (Briggs et al., 2001; Kinoshita et al., 
2001). Leur activité est redondante, l’ouverture stomatique n’étant abolie que chez 
une lignée invalidée pour les 2 gènes chez laquelle l’extrusion de protons est 
totalement inhibée (Kinoshita et al., 2001). PHOT1 et PHOT2 s’autophosphorylent 
grâce à une activité sérine/thréonine kinase (Huala et al., 1997; Briggs et al., 2001). 
Cette activation augmente l'activité de PP1, une protéine phosphatase identifiée chez 
Vicia faba (Takemiya et al., 2006). PP1 inhibe l'activité de kinases impliquées dans la 
fermeture stomatique telle que la sérine thréonine kinase PKS5. Cette kinase est 
impliquée dans la phosphorylation de certains sites d'AHA2, ce qui réduit l'interaction 
avec des protéines de la famille des 14.3.3 (Fuglsang et al., 2007). PHOT1 et 
PHOT2 facilitent la liaison de ces protéines 14.3.3 avec les H+-ATPases de la 
membrane plasmique, conduisant à leur activation (Kinoshita & Shimazaki, 2002; 
Kinoshita et al., 2003). Chez le double mutant phot1 phot2, les courants anioniques 
de type S sont inhibés, ce qui suggère que les phototropines inhibent le processus 
de fermeture stomatique (Marten et al., 2007). 
Par ailleurs, la régulation des mouvements stomatiques par la lumière bleue fait 
intervenir d’autres éléments, notamment les cryptochromes CRY1 et CRY2, NPQ1 et 
COP1 (Talbott et al., 2003; Mao et al., 2005). L’invalidation de NPQ1 (Non-
Photochemical Quenching 1) codant pour une violaxanthine dé-époxydase engendre 
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une forte diminution de l’ouverture stomatique en réponse à la lumière bleue, 
montrant l’importance de ce phytochrome dans la régulation des mouvements 
stomatiques (Talbott et al., 2003). De même, le double mutant cry1 cry2 est moins 
sensible à la lumière bleue tout comme le double mutant phot1 phot2. Le quadruple 
mutant cry1 cry2 phot1 phot2 est quant à lui totalement insensible à la lumière bleue 
(Mao et al., 2005). En revanche, l’invalidation de COP1 conduit à une ouverture 
stomatique en absence de lumière. Les triples mutants cry1 cry2 cop1 et phot1 phot2 
cop1 présentent la même réponse stomatique (Mao et al., 2005). COP1 est donc un 
élément en aval de la signalisation des cryptochromes et des phytochromes et agit 
comme un suppresseur de l’ouverture stomatique. Par ailleurs, le calcium semble 
intervenir dans la régulation de l'ouverture stomatique en réponse à la lumière bleue 
alors qu'il est généralement associé aux processus de fermeture stomatique en 
réponse au CO2 ou à l'ABA (Cf. § II.4.2 et II.4.2; Harada & Shimazaki, 2009). 
Enfin, les longueurs d’onde dans le rouge lointain influencent aussi directement 
l'ouverture stomatique en modulant la concentration en CO2 via la photosynthèse ou 
via la dégradation des stocks d’amidons et la libération d’osmoticum sous forme de 
glucides (Cf. § II.4.2; Olsen et al., 2002; Roelfsema et al., 2002). 
II.4.2. CO2 
Les cellules de garde possèdent leur propre système de perception de la 
pression partielle en CO2 et répondent à la teneur en CO2 présente dans la chambre 
sous-stomatique et dans l'atmosphère (Fitzsimons & Weyers, 1986). Cette pression 
partielle est dépendante de la concentration en CO2 dans l’atmosphère, mais aussi 
du taux de fixation des cellules du mésophylle et parenchyme, et donc de la 
photosynthèse (Mott, 1988). Afin de maintenir un flux de CO2 suffisant pour la 
photosynthèse, une faible pression partielle en CO2 conduit à une augmentation de 
l’ouverture stomatique et une forte pression partielle en CO2 induit la fermeture 
stomatique. Les mécanismes impliqués dans l'induction de la fermeture stomatique 
induite par le CO2 sont encore moins bien élucidés que ceux impliqués dans la 
réponse à l'ABA (Cf. § II.4.3).  
Néanmoins, de nombreuses études ont permis de démontrer que la réponse au CO2 
est médiée par la variation de la concentration en Ca2+ cytosolique (Schwartz et al., 
1988; Webb et al., 1996; Young et al., 2006). Ainsi, le mutant gca2 (Growth 
Controlled by Abscisic acid), insensible à l'ABA et présentant des oscillations 
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calciques aberrantes par rapport aux plantes sauvages, fut le premier mutant 
récessif caractérisé comme étant affecté dans sa réponse au CO2 (Young et al., 
2006). Par ailleurs, la réalisation d'un crible génétique en réponse au CO2 a permis 
d'identifier des mutants affectés dans cette réponse. C'est notamment le cas de 
SLAC1 et HT1. Comme nous l'avons vu précédemment, les mutations dans le canal 
anionique de type S SLAC1 conduisent à une diminution de la réponse au CO2 (Negi 
et al., 2008, 2008). Il est intéressant de noter que les mutants slac1 et gca2 sont 
aussi affectés dans leur réponse à l'ABA. Ces observations suggèrent que ces 
protéines agissent en aval d'un point de convergeance entre les voies de 
signalisation de l'ABA et du CO2 pour permettre l'induction de la fermeture 
stomatique. 
Parallèlement, l'invalidation de la kinase HT1 (High leaf Temperature 1) entraîne une 
insensibilité aux variations en CO2 mais n'affecte pas la réponse à la lumière bleue 
ou à l'ABA, ce qui suggère un rôle dans l'induction de la fermeture stomatique 
spécifique du CO2 (Hashimoto et al., 2006).  
En réponse à une forte concentration en CO2, l'activation des canaux anioniques 
lents de cellules de garde s'effectue avec un temps de latence plus important par 
rapport à la réponse à l'obscurité, ce qui suggére l’intervention d’un intermédiaire 
(Hanstein & Felle, 2002). Récemment, un nouveau transporteur de malate, 
AtABCB14, localisé à la membrane plasmique a été identifié. L'invalidation de ce 
transporteur induit une fermeture stomatique plus prononcée en réponse au CO2 et 
au malate par rapport à des plantes sauvages (Lee et al., 2008). En revanche, 
l'ouverture stomatique de ces plantes en réponse à la lumière n'est pas affectée en 
comparaison aux lignées sauvages, tout comme la fermeture stomatique induite par 
l'ABA et le calcium. Ces résultats suggèrent qu'AtABCB14 est un importeur de 
malate apoplastique et joue un rôle de rétrocontrôle de la réponse à une forte 
concentration en CO2 au cours de la fermeture stomatique (Lee et al., 2008). Par 
ailleurs, il a été démontré qu’une forte concentration en CO2 sur de longues périodes 
module l’organisation de l’épiderme en diminuant la densité stomatique, ce qui 
démontre l’existence d’une réponse adaptative au CO2 chez les végétaux supérieurs 
(Gray et al., 2000; Lake et al., 2002). 




L’ABA est une phytohormone intervenant dans des processus de 
développement, comme la maturation et la dormance des graines, et des processus 
de réponse à des stress abiotiques tels qu’un stress hydrique, salin ou au froid. Lors 
de stress hydrique, l’ABA est synthétisée puis accumulée dans les feuilles, 
provoquant ainsi la fermeture du pore stomatique afin d’économiser le contenu en 
eau de la plante.  
II.4.3.1. Identification des récepteurs à l’ABA 
Bien que cette phytohormone fut découverte il y a près de 60 ans, ses 
récepteurs n’ont été identifiés que récemment. La communauté scientifique 
s'accorde sur l'existence d'une perception extracellulaire mais aussi intracellulaire 
étant donné que l'ABA est un acide faible capable de franchir la barrière 
membranaire (Finkelstein et al., 2002). Ces dernières années ont vu apparaître 
différents candidats potentiels grâce à des études d’affinité de différentes protéines à 
l’ABA (Cf. Figure 13A) mais leur fonction en tant que récepteurs de l'ABA restent à 
ce jour très controversée (McCourt & Creelman, 2008). Plus récemment, l'apparition 
de la génétique chimique a permis l'identification d'une nouvelle famille de 
récepteurs. 
II.4.3.1.1 ChlH , un récepteur chloroplastique 
La recherche de protéines capable de lier l'ABA a permis d'identifier chez 
Vicia faba la protéine chloroplastique ChlH, une sous-unité H de la Mg-chélatase 
(Zhang et al., 2002; Shen et al., 2006). La Mg-chélatase est composée des trois 
sous-unités CHLD, CHLI et CHLH, et participe à la synthèse de la chlorophylle en 
catalysant l'insertion de Mg2+ dans la molécule protoporphyrine IX (Walker & Willows, 
1997). La sous-unité ChlH intervient aussi dans la transduction de signaux 
chloroplaste/noyau (Cf. Figure 13A; Mochizuki et al., 2001; Surpin et al., 2002; Wu et 
al., 2009). L'invalidation de ChlH par une approche RNAi a pour conséquence 
d'induire une hyposensibilité des stomates à l'ABA. Ces plantes, incapables de 
fermer leurs stomates en réponse à l'ABA, sont par conséquent incapable de 
répondre à un stress hydrique (Shen et al., 2006). Le rôle de ChlH en tant que 
récepteur de l'ABA  reste encore incertain du fait que l'invalidation de son homologue  




Figure 13: Perception du signal ABA 
A) Interaction de l'ABA avec un récepteur membranaire du plasmalemme GTG, le 
récepteur cytoplasmique PYRL/PYL/RCAR et un récepteur putatif du chloroplaste 
ChlH. Ces 3 protéines affectent l'expression de gènes ABA-dépendants et les 
courants de cellules de garde (représentés par les canaux A-). Le transporteur 
AtABCG40 facilite l'entrée de l'ABA dans la cellule. Les interactions entre les 
différentes voies ne sont pas connues. Les lignes pleines correspondent à des 
interactions directes, les pointillés représentent des interactions encore inconnues. 
B) Signalisation via le récepteur PYR/PYL/RCAR. En absence d'ABA (gauche), le 
récepteur n'est pas lié aux phosphatases PP2Cs, ce qui permet l'inhibition des 
kinases SnRK2 par les phosphatases. En présence d'ABA (droite), la protéine 
PYR/PYL/RCAR se lie aux PP2Cs et les inhibe, ce qui permet l'activation par 
phosphorylation des SnRK2s. Les SnRK2s activent la voie de signalisation de l'ABA 
en phosphorylant à leur tour des facteurs de transcription ABF ABA-dépendants 
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 chez Hordeum vulgare n'a pas permit d'observer une réponse altérée à l'ABA 
(Muller & Hansson, 2009). 
II.4.3.1.2 GCR1/GTG1 et GTG2, des récepteurs potentiels du 
plasmalemme 
Un récepteur du plasmalemme, GTG1 (GPCR (G Protein Coupled Receptor) Type G 
proteins, ou GCR1 pour G-protein Coupled Receptor), interviendraient dans la 
perception extracellulaire de l'ABA (Cf. Figure 13A). En effet, GTG1 présente une 
forte homologie avec les récepteurs couplés à des protéines G. Chez les 
animaux,ces protéines G liées à leurs récepteurs membranaires participent à la 
transduction de nombreux signaux via l'hydrolyse d'une molécule de GTP (De Vries 
et al., 2000; Fredriksson et al., 2003). Les protéines G sont formées par trimérisation 
des sous-unités α, β et γ. Chez Arabidopsis thaliana, une seule sous-unité α, GPA1, 
a été identifiée comme étant capable d'interagir physiquement avec GTG1, ce qui 
suggère une possible réception d'un signal par GTG1 (Pandey & Assmann, 2004; Liu 
et al., 2007a; Pandey et al., 2009). Une protéine homologue, GTG2 ou GCR2, a été 
identifiée par analyse in silico du génome d'Arabidopsis thaliana. Des études in vitro 
ont montré que GTG1 et GTG2 étaient capable d'induire une hydrolyse de GTP en 
présence d'une protéine G. Enfin, le mutant gpa1, et le double mutant gtg1 gtg2 sont 
moins sensibles à l'ABA (Wang et al., 2001; Pandey & Assmann, 2004; Pandey et 
al., 2009). Néanmoins, le rôle de ces protéines comme récepteurs de l'ABA reste 
encore controversé (Johnston et al., 2007; Liu et al., 2007b; Risk et al., 2009). 
II.4.3.1.3 AtABCG40, un transporteur d'ABA 
Récemment, un nouveau membre de la famille des ABC, AtABCG40 (appelé 
aussi AtPDR12, Pleiotropic Drug Resistance transporter), localisé sur plasmalemme 
des cellules de garde, a été décrit comme étant un transporteur d'ABA (Kang et al., 
2010). Cette protéine est capable de transporter l'ABA en système hétérologue et 
son invalidation entraîne une diminution de l'import de l'ABA dans des protoplastes 
de plantes invalidées en comparaison aux plantes sauvages. Cette invalidation est 
corrélée à une réponse à de l'ABA exogène plus lente chez les mutants. De plus, la 
réponse stomatique des plantes invalidées est fortement réduite en réponse à l'ABA 
ou à un stress hydrique par rapport aux plantes sauvages (Kang et al., 2010). Ces 
observations suggèrent que bien que l'ABA soit capable de traverser les membranes 
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biologiques, la réponse hormonale est facilitée par une entrée de l'hormone dans les 
cellules de garde via des transporteurs de la famille des ABC (Cf. Figure 13A).  
Un autre membre de la famille des ABC, AtABCG25, a été caractérisé comme 
étant aussi un transporteur d’ABA au niveau des tissus vasculaires. Il intervient 
indirectement dans la réponse stomatique à l’ABA en permettant un influx de 
l’hormone vers les cellules de garde (Kuromori et al., 2010). 
II.4.3.1.4 PYR/PYL/RCAR, des récepteurs cytoplasmiques 
Récemment, des membres de la famille PYR/PYL/RCAR ont été identifiés 
comme récepteurs intracellulaires de l'ABA. Le génome d'Arabidopsis thaliana 
contient 14 gènes codant des protéines PYR/PYL/RCAR. Ces protéines solubles 
appartiennent à la sous-famille des cyclases de la superfamille START/Bet v 1-fold 
(STeroidogenic Acute Regulatory (STAR) protein-related lipid Transfer (START)). 
Cette superfamille est caractérisée par la présence d'une cavité hydrophobe dans 
laquelle des lipides ou des hormones viennent se loger (Iyer et al., 2001; Radauer et 
al., 2008). Le rôle de ces protéines dans la réception du signal ABA fut découverte 
en parallèle par 2 approches. Le récepteur RCAR1 (Regulatory Component of ABA 
Receptor) a été identifié suite à un criblage double hybride en levure visant à 
identifier des protéines interagissant avec les protéines phosphatases ABI1 et ABI2, 
deux éléments clés dans la voie de signalisation de l'ABA (Cf. § II.4.3; Ma et al., 
2009). Ces études ont donc montré que RCAR1 est capable d'interagir avec ABI1 et 
ABI2, mais aussi de lier l'ABA. Des expériences réalisées in vitro ont permis de 
mettre en évidence que la fixation de l'ABA sur RCAR1 a pour conséquence d'inhiber 
l'activité des PP2C (Ma et al., 2009). Parallèlement, le récepteur PYR1 (PYrobactin 
Resistant) a été identifié par une approche de génétique chimique utilisant la 
pyrabactine, une molécule agoniste de l'ABA (Park et al., 2009). Le mutant pyr1 est 
moins sensible à la pyrabactine mais conservent sa sensibilité à l'ABA (Park et al., 
2009). Des expériences ont montré qu'il est nécessaire de générer des mutants 
dépourvus de plusieurs membres de cette famille pour conférer une insensibilité des 
plantes à l'ABA. Comme dans le cas de RCAR1/PYR1, il a été démontré que ces 
protéines nommées PYL1 à 13 (PYR1-Like) sont capable de se lier à ABI1 et ABI2 et 
inhiber leur l'activité en présence d'ABA. L'ensemble de ces observations fait de ces 
protéines d'excellents candidats en tant que récepteurs de l'ABA (Cf. Figure 13). 
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II.4.3.2. Transduction du signal 
II.4.3.2.1 Phosphorylation 
Les premières étapes de la signalisation ABA, représentés sur la Figure 13B, 
mettent en jeu une interaction des récepteurs PYR/PYL/RCAR avec les PP2Cs ABI1 
et ABI2 en présence d’ABA. Cette interaction inhibe l’activité de ces phosphatases 
ce qui permet l’activation par phosphorylation de kinases de type SnRK2 et 
notamment d'OST1 (ou SnRK2E ou SnRK2.6). OST1 a été identifiée par un crible 
génétique visant à identifier par caméra infrarouge des plantes affectées dans leur 
réponse stomatique en réponse à un stress hydrique. En effet, ce mutant ne ferme 
plus ses stomates en réponse à l'ABA (Merlot et al., 2002). Les phosphatases ABI1 
et ABI2 interagissent directement avec la kinase OST1 et régulent son activité en la 
déphosphorylant (Yoshida et al., 2002; Umezawa et al., 2009; Vlad et al., 2009). La 
kinase OST1 régule positivement la signalisation ABA tandis que les protéines 
phophatases ABI1 et ABI2 sont des régulateurs négatifs de la fermeture stomatique 
en réponse à l'ABA. La séquence du site de phosphorylation d’OST1 a été identifiée 
(Vlad et al., 2008), ce qui a permis d’identifier plusieurs cibles d'OST1 dans les 
cellules de garde comme par exemple le canal anionique lent SLAC1 qui (Lee et al., 
2009; Geiger et al., 2009; Vahisalu et al., 2010). Chez des mutants abi1 et abi2, dont 
la sensibilité à l’ABA est abolie, les courants anioniques de type S sont inexistants 
(Pei et al., 1996). Des expériences de phosphorylation in vitro ont pu démontrer les 
interactions entre le récepteur RCAR1, la protéine phosphatase ABI1, la protéine 
kinase OST1 et du canal anionique lent SLAC1. En effet, seule la co-expression de 
ces 4 éléments permet une phosphorylation spécifique de SLAC1 en réponse à 
l’ABA et l'enregistrement de courants anioniques (Geiger et al., 2010). OST1 
intervient aussi dans l'inhibition des canaux responsables de l'ouverture stomatique 
tel que le canal KAT1 (Sato et al., 2009). 
D’autres phosphatases participent à la fermeture stomatique, notamment HAB1 ou 
AtPP2CA, ce dernier étant capable d’interagir avec le canal entrant Shaker AKT2 
(Cherel et al., 2002; Saez et al., 2003), ou encore la kinase calcium-dépendante 
PKS5 qui inhibe l'activité de l'H+-ATPase AHA2 (Fuglsang et al., 2007),  
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II.4.3.2.2 Signalisation calcique 
Comme indiqué dans le § II.3.4, une augmentation de la concentration en 
calcium est observée en réponse à l’ABA et induit une fermeture stomatique. Cette 
hausse en calcium cytoplasmique d'une part inhibe les canaux potassiques entrants 
et les H+-ATPases (Siegel et al., 2009) et d'autre part active les canaux anioniques 
de type R et S sortants. Plusieurs études ont montré le rôle de CDPK dans la 
régulation des mouvements stomatiques. Par exemple in vitro, la protéine CPK23 est 
capable d'interagir avec la protéine SLAC1 et de la phosphoryler. De plus, chez des 
plantes invalidées pour le gène CPK23, les courants anioniques lents sont très 
fortement réduits (Geiger et al., 2010). Similairement, les mutants cpk3 et cpk6 ont 
une réponse stomatique réduite à l’ABA et au calcium en comparaison aux plantes 
sauvages, corrélée à une réduction de l’activité des canaux anioniques de type S et 
des canaux calciques (Mori et al., 2006). L'ensemble de ces études montre 
l'importance de ces protéines et de la signalisation calcique dans la réponse à l'ABA. 
L’augmentation de la concentration en calcium cytosolique dans la cellule de garde 
vient à la fois de réserves internes de la cellule, mais aussi de l’apoplasme qui 
nécessite l'activation de canaux calciques de la membrane plasmique des cellules de 
garde. En présence d’ABA, les canaux calciques du plasmalemme s'active, cette 
activation étant précédée par une production de ROS via la NADPH oxydase 
(Hamilton et al., 2000; Pei et al., 2000; Murata et al., 2001; Kwak et al., 2003). En 
effet, chez le double mutant atrbohf atrbohd, une forte réduction de la production 
d’H2O2 est observée qui conduit à une diminution de l’activation des canaux Ca2+ en 
réponse à l’ABA (Kwak et al., 2003). Plus récemment, des études réalisées in vitro 
ont permis de mettre en évidence que l'ABA active la sous-unité AtrbohF de la 
NADPH oxidase par phosphorylation via OST1 (Sirichandra et al., 2009). Ces 
résultats sont en accord avec les observations réalisées chez le mutant ost1 dans 
lequel la production de ROS est abolie (Mustilli et al., 2002). L'ensemble de ces 
résultats montre qu'OST1 agit en amont de la production de ROS dans la voie de 
signalisation de l'ABA. Le calcium semble aussi jouer un rôle dans la régulation 
transcriptionnelle des gènes de réponse à l'ABA. En effet, chez les mutants cpk4 et 
cpk11, la fermeture stomatique est aussi réduite en réponse à l’ABA. Ces deux 
kinases sont capable de phosphoryler deux facteurs de transcription impliqués dans 
la réponse à l’ABA, ABF1 et ABF4, suggérant une régulation transcriptomique par 
ces kinases Ca2+-dépendantes (Zhu et al., 2007). 
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II.4.3.2.3 Régulations transcriptionnelles 
Enfin, l'ABA module l'expression de nombreux gènes au niveau 
transcriptionnel (Seki et al., 2002b; Hoth et al., 2002; Leonhardt et al., 2004). 
Certains facteurs de transcription de la famille bZIP sont activés par phosphorylation 
via les SnRK2s et régulent les gènes dont l'expression est modulée par l'ABA. Chez 
les mutants abi1-1, moins de 10 % des gènes sont régulés de manière similaire en 
réponse à l'ABA par rapport à des plantes sauvages (Hoth et al., 2002). Chez ces 
mutants, l'activité phosphatase de la protéine mutée ABI1 n'est plus régulée par 
l'ABA, ce qui conduit à une inhibition constante de la kinase OST1 et l'activation 
continue de la voie de signalisation de l'ABA (Yoshida et al., 2002). L'analyse du 
transcriptome de cellules de garde a permis de mettre en évidence que de nombreux 
canaux et tra nsporteurs impliqués dans les mécanismes d'ouverture et de fermeture 
stomatique sont régulés en réponse à l'ABA (Leonhardt et al., 2004). Par exemple, 
l'expression des canaux potassiques entrant KAT1, KAT2 ou AKT2 est réprimée par 
l'ABA tout comme le facteur de transcription AtMYB60, impliqué dans les 
mécanismes d'ouverture stomatique et dans la signalisation d'un stress hydrique 
comme le suggère la plus forte tolérance à une déshydratation de plantes invalidées 
dans le gène AtMYB60 par rapport à des plantes sauvages (Leonhardt et al., 2004; 
Cominelli et al., 2005). 
 
En conclusion, l’ABA induit la fermeture stomatique en réponse à des stress 
abiotiques afin de limiter les pertes d’eau de la plante. Cette régulation fait intervenir 
des voies de signalisation complexes de phosphorylation via des kinases calcium-
dépendantes ou non. L’activité de ces kinases permet d’inhiber les différentes 
protéines participant à l'ouverture stomatique et d’activer les acteurs de la fermeture 
stomatique directement par phosphorylation ou par l’intermédiaire de messagers 
secondaires tels que des ROS ou du Ca2+ mais aussi en modulant l’expression 
génique de ces différentes protéines. 
II.4.4. Autres régulations des mouvements stomatiques 
De nombreux autres facteurs régulent les mouvements stomatiques. Les 
cellules de garde répondent à l'état physiologique de la plante en répondant à de 
nombreuses hormones. Certaines phytohormones modulent les mouvements  







Figure 14: Régulation des mouvements stomatiques 
Les mouvements stomatiques résultent de l'intégration de nombreux signaux 
internes et environnemenaux. Les hormones impliquées dans les stress participent à 
la protection de l'organisme en stimulant la fermeture stomatique. Les hormones 
végétales impliquées positivement dans le développement de la plante activent 
l'ouverture stomatique, participant ainsi à l'activité photosynthétique en permettant 
l'entrée de CO2. ABA: Acide ABsicique; BR: Brassinostéroïde; MeJA: 
MéthylJasmonate; SA: Acide Salicylique; ROS: eSpèces Réactives de l'Oxygène; 
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stomatiques selon une courbe en cloche, en stimulant l’ouverture stomatique pour de 
faibles concentrations et induisant la fermeture pour de fortes concentrations. C’est 
le cas par exemple de l'auxine ou des cytokinines produites au cours du 
développement de la plante (Jewer & Incoll, 1980; Pemadasa, 1982b; Levitt et al., 
1987). Les brassinostéroïdes régulent le développement des stomates et sont 
capables d'induire la fermeture stomatique comme l'ouverture stomatique selon 
l'espèce végétale considérée (Catterou et al., 2001; Haubrick et al., 2006). A 
l'inverse, le MéthylJasmonate ou l'acide salicylique, hormones produites en réponse 
à des stress biotiques ou abiotiques, induisent la fermeture des stomates (Gehring et 
al., 1997; Joon-Sang, 1998; Suhita et al., 2003, 2004). La fermeture stomatique 
induite par le MéthylJasmonate suit certaines voies similaires à l'ABA (Suhita et al., 
2003, 2004). Il existe de nombreuses interactions entre les différentes voies de 
réponse hormonales (Cf. Figure 14; Acharya & Assmann, 2008). Par exemple, 
l'éthylène seul induit une fermeture stomatique (Desikan et al., 2006) mais peut aussi 
participer aux mécanismes d'ouverture médiés par l'auxine (Merritt et al., 2001) ou 
limiter la fermeture stomatique médiée par l'ABA (Tanaka et al., 2005).  
Véritables orifices à la surface des feuilles, les stomates sont aussi une porte 
d'entrée pour les pathogènes et participent activement au système immunitaire de la 
plante en cas d'attaque par un micro-organisme (Melotto et al., 2006; Zeng et al., 
2010). En effet, chez Arabidopsis thaliana, les stomates sont capables de percevoir 
des molécules présentes à la surface des microorganismes et de se fermer 
temporairement afin de limiter l’accès des pathogènes vers l’intérieur de la plante 
(Melotto et al., 2006). 
D'autres facteurs environnementaux régulent les mouvements stomatiques. 
Par exemple, au cours d'un stress salin, le flux de transpiration peut être régulé par 
les ions sodiums qui induisent une fermeture stomatique via une désactivation de 
canaux potassiques entrants chez certains halophytes (Véry et al., 1998). L'ozone ou 
des températures élevées induisent respectivement une fermeture ou une ouverture 
du pore stomatique (Rogers et al., 1981; Torsethaugen et al., 1999). Enfin, d'autres 
fonctions annexes ont été identifiées pour les stomates. Présents au niveau des 
fleurs, les stomates peuvent aussi participer à la libération du nectar chez certaines 
espèces végétales (Pacini et al., 2003). 
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III. REPONSES AUX STRESS HYDRIQUE ET SALIN  
Les végétaux subissent de nombreuses contraintes dues à leur 
environnement et doivent adapter leur métabolisme et leurs défenses en 
permanence. Les réponses cellulaires et moléculaires des plantes affectées par des 
stress environnementaux sont très largement étudiées. En effet, la compréhension 
des mécanismes de perception et de transduction des signaux mis en place par les 
plantes afin d'activer une réponse adaptative constitue un enjeu capital de la 
biologie. Cette connaissance sur les réponses aux stress environnementaux est 
aussi d'une grande importance pour la poursuite du développement de stratégies 
d'amélioration des espèces via des plantes transgéniques visant à augmenter la 
tolérance aux stress des espèces cultivables. 
Les mécanismes mis en place lors de la perception de signaux de stress ont été 
résumés par Xiong et al. (2002) et repris dans la figure 15. La perception du stress a 
lieu au niveau des racines. Un signal calcique est alors généré, accompagné de la 
synthèse d'autres messagers comme des ROS ou de l'ABA, l'hormone majoritaire 
impliquée dans les stress abiotiques. Ces messagers agissent au niveau des tissus-
cibles en activant des cascades de phosphorylation via des kinases et des 
phosphatases qui vont activer divers effecteurs dont des facteurs de transcriptions. 
L'expression de gènes de réponse au stress est alors stimulée afin de permettre à la 
plante : 
Ø d'amplifier et diffuser le signal de stress en produisant des molécules 
régulatrices comme des hormones, 
Ø de réduire les effets du stress en produisant des osmoticums et des molécules 
protectrices, 
Ø de détoxifier l'organisme en éliminant les espèces réactives produites.  
Dans un premier temps, le stress abiotique conduit à une interruption de la 
croissance de la plante afin d'économiser ses ressources et de rediriger une partie 
de son métabolisme vers la défense et la protection de l'organisme. Dans un 
deuxième temps, l'organisme met en place des mécanismes de tolérance au stress 
qui conduit soit à une reprise du métabolisme ou soit une mort cellulaire. Enfin, 
l'intensité et la durée du stress influent fortement sur la réponse et la survie de la 
plante. Les stress hydrique et salin sont deux des contraintes majeures de 
l'agriculture responsables d'une forte diminution de la production de biomasse. Le  









Figure 15: Sigalisation simplifiée en réponse à un stress hydrique, salin ou 
froid 
Des exemples d'éléments de la voie de signalisation sont indiqués à chaque étape. 
Des messagers secondaires peuvent induire une libération de Ca2+ et l'activation de 
récepteurs Ca2+-dépendants. Au cours des premières étapes de la signalisation 
précoce, la transduction du signal peut ne pas nécessiter l'intervention des 
messagers secondaires. Par ailleurs, les messagers secondaires participent à la 
stimulation et l'amplification du signal par un rétrocontrôle de l'activité des récepteurs. 
GPCR: G-protein coupled receptor; InsP: inositol polyphosphates; RLK: receptor-like 
kinase; CDPK: Ca2+-dependant protein phosphatase, SOS: salt overly sensitive; PK: 
protein kinase; MAPK: mitogen-activated protein kinase; LEA: late embryogenesis–
abundant proteins (d'après Xiong et al., 2002) 
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stress hydrique résulte d'une carence en eau et concerne de nombreuses régions du 
monde. En effet, 1/5e de la population mondiale vit dans des régions touchées par un 
stress hydrique (rapport du IWMI, 2007). De plus, les ressources en eau disponibles 
s'amenuisent en raison des activités humaines et de facteurs naturels tels que le 
changement climatique. Le stress salin affecte quant à lui près de 4,5 % des terres 
cultivées. Ce stress résulte d'une accumulation de sels dans les sols, avec une 
concentration en NaCl supérieure à 40 mM, suite à un processus naturel de 
libération de sels par la dégradation des roches ou d'origine océanique. Par ailleurs, 
l'accumulation de sels peut être accentuée par les activités humaines de mise à nue 
des sols et d'irrigation. Ainsi les terres irriguées, qui présentent une productivité 
accrue par rapport aux terres non irriguées, sont plus touchées par cette 
concentration en sels élevée avec environ 20 % des terres irriguées affectées 
(Munns & Tester, 2008). Les stress hydrique et salin sont amenés à s'amplifier, avec 
des conséquences négatives sur la productivité des cultures et sur les ressources 
alimentaires. Afin de réduire l'impact économique sur l'alimentation humaine, la 
génération de plantes tolérantes à ces deux stress est dont crucial (Marris, 2008; 
Battisti & Naylor, 2009).  
Le stress hydrique correspond à un potentiel hydrique du sol réduit, c'est-à-
dire à une disponibilité réduite de l'eau dans le sol pour les végétaux. Au cours du 
stress salin, la forte teneur en sels dans le sol augmente fortement la pression 
osmotique exercé sur les racines, ce qui réduit fortement la capacité de la plante à 
assimiler l'eau. Par conséquent, ces deux stress induisent un stress osmotique et un 
stress oxydatif empruntant ainsi des voies de réponse en partie similaires. Afin de 
limiter les effets d'un stress hydrique et d'un stress salin, la plante met en place 
divers mécanismes permettant de : 
Ø réduire les pertes hydriques en fermant ses stomates, 
Ø moduler le métabolisme en compensant la destruction des photorécepteurs 
impliqués dans la photosynthèse ou en augmentant la production de 
messagers tels que l'ABA, 
Ø augmenter son absorption de l'eau au niveau des racines, 
Ø limiter l'activité des ROS, 
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Ø réduire les effets néfastes de la concentration élevée des solutés (stress 
osmotique) dans les cellules qui entraînent une diminution du volume 
cellulaire. 
Dans le cas du stress salin, l'accumulation des ions à long terme dans la 
plante, principalement des ions Na+ et des ions Cl-, induit un stress ionique du à leur 
toxicité (Cf. § III.9). La tolérance des végétaux au stress salin varie fortement d'une 
espèce à l'autre. En effet, les espèces halophytes, c'est-à-dire adaptées à vivre sur 
des sols salins, ont une capacité à tolérer de fortes concentrations en sel 
contrairement aux plantes glycophytes. Bien que la toxicité des ions chlorures ne soit 
plus à prouver, les études portant sur le stress salin sont généralement focalisées 
sur les ions sodium. Des études physiologiques ont montré que la toxicité du Na+ est 
non seulement liée aux effets toxiques de cet ion dans le cytoplasme mais aussi via 
la perturbation de l'homéostasie du K+. En effet, certaines familles de transporteurs 
de potassium sont aussi sélectives pour des ions sodium ou peuvent être bloqués 
par Na+ comme par exemple AtKUP1 de la famille des KUP/HAK/KT (Fu & Luan, 
1998; Blumwald, 2000).  
III.1. Stress osmotique 
La pression hydrique est l'un des moteurs de la croissance cellulaire. Lors 
d'un stress osmotique, l'eau est moins disponible, la croissance est alors limitée afin 
d'économiser les stocks en eau. En effet, la croissance des tiges et feuilles est 
interrompue afin de conserver la turgescence cellulaire et de préserver la source en 
carbohydrates et ainsi maintenir un métabolisme basal (Westgate & Boyer, 1985). En 
revanche, la croissance de la zone apicale de la racine est maintenue pour permettre 
à la plante d'explorer le sol et de rechercher de nouvelles sources en eau, mais aussi 
d'augmenter le volume de stockage des ions toxiques en cas d'un stress salin (Sharp 
et al., 2004). En réponse à un stress hyperosmotique, l'expression de composants du 
cycle cellulaire, des processus de division cellulaire et d'élongation sont modifiés ce 
qui se traduit par une diminition de l'expression des kinases cycline-dépendantes et 
des cyclines mitotiques au cours des premières heures du stress (Burssens et al., 
2000). Par ailleurs, l'ABA agirait sur la machinerie cellulaire en activant des facteurs 
de transcription comme ABF3 ou ABF4. En effet, la surexpression de ces deux 
facteurs de transcription chez Arabidopsis thaliana ralentit le développement et la 
croissance des plantes, notamment via l'induction de l'expression de certains 
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inhibiteurs de la mitose comme ICK1 (Cyclin-dependent Kinase Inhibitor, Wang et al., 
1998; Kang et al., 2002). Au niveau de la zone apicale de la racine, l'ABA inhibe la 
synthèse et l'action de l'éthylène et stimule ainsi la croissance racinaire (Spollen et 
al., 2000; Sharp & LeNoble, 2002). De plus, cette croissance racinaire est facilitée 
par un relâchement des parois cellulaires résultant d'une expression accrue de 
composés de la paroi comme des expansines ou des enzymes du métabolisme des 
ROS, ce qui va faciliter la rupture des liaisons entre les éléments de la paroi (Zhu, 
2002; Sharp et al., 2004).  
III.2. Perception précoce du signal 
Chez la levure, le système de perception d'un stress osmotique est porté par 
les osmosenseurs SLN1 (Synthetic Lethal of N-end rule osmosensor) et SHO1 
(Synthetic High-Osmolarity-sensitive). L'activité de ces osmosenseurs est 
respectivement réprimée ou activée par un stress osmotique, ce qui entraîne une 
cascade de phosphorylation aboutissant à l'activation de la kinase HOG1 (High 
Osmolarity Glycerol), puis de facteurs de transcription et finalement à une 
osmorégulation (pour revue: Saito & Tatebayashi, 2004). Chez Arabidopsis thaliana, 
plusieurs candidats ont été proposés comme osmosenseurs, notamment l'histidine 
kinase Cre1 (Cytokinin REceptor) impliquée dans la réponse aux cytokinines. Cette 
protéine est inhibée en réponse à un stress osmotique de manière similaire à SLN1, 
et son expression chez la levure active la voie de phosphorylation HOG (Reiser et 
al., 2003). Une autre Histidine Kinase, AtHK1, présente une forte homologie avec 
SLN1. Induite en présence d'osmoticum ou de NaCl, AtHK1 complémente une 
souche de levure sln1 sho1 lors d'un stress osmotique ou salin (Urao et al., 1999). 
L'invalidation de ce gène conduit à l'hypersensibilité des plantes mutées à un stress 
salin ou hydrique en comparaison aux plantes sauvages et à l'inverse, sa 
surexpression augmente la résistance des plantes à ces stress (Tran et al., 2007). 
L'ensemble de ces résultats suggère qu'AtHK1 est un régulateur positif de la 
perception du stress osmotique. Par ailleurs, son expression n'est pas stimulée par 
l'ABA, ce qui suggère un rôle dans les premières étapes de la perception du stress 
(Tran et al., 2007). En revanche, les homologues d'AtHK1, AtHK2 et AtHK3, 
semblent plutôt être des régulateurs négatifs du stress osmotique. En effet, 
l'invalidation de ces gènes confère aux plantes mutées une hyposensibilité à un 
stress hydrique ou salin par rapport à des plantes sauvages (Tran et al., 2007).  
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III.3. Transduction du signal 
Suite à la perception du stress au niveau racinaire, le signal se propage vers 
le système vasculaire foliaire où a lieu une synthèse d’ABA. Plusieurs enzymes de la 
voie de biosynthèse de l'ABA s'expriment dans le parenchyme vasculaire foliaire. 
Certaines comme AtNCED3 (9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 3) sont induits 
spécifiquement en réponse à un stress hydrique (Endo et al., 2008). L'ABA ainsi 
synthétisé agit alors sur ses tissus-cibles, principalement les cellules de garde et les 
tissus vasculaires (Christmann et al., 2005). L'acide salicylique (SA) participe aussi à 
la signalisation du stress osmotique induit par un stress hydrique ou salin mais la 
régulation de sa synthèse est moins bien connue (Borsani et al., 2001; Singh & 
Usha, 2003). 
Au niveau cellulaire, la transduction du signal repose sur des cascades de 
phosphorylation/déphosphorylation, via des kinases de type MAPK (Mitogen 
Activated Protein Kinase), SNF1-like, ou CDPK (kinases Ca2+-dépendantes) et des 
phosphatases. La voie des MAPK fait intervenir 3 niveaux de phosphorylation : les 
MAPKKK phosphorylent des MAPKK qui à leur tour phosphorylent et activent des 
MAPK, ce qui permet une amplification du signal. Dans le génome d’Arabidopsis 
thaliana ont été identifiés 60 MAPKKK, 10 MAPKK et 20 MAPK. Parmi l’ensemble de 
ces kinases, plusieurs interviennent dans les cascades de signalisation en réponse à 
un stress salin ou hydrique. Par exemple, parmi les MAPK, AtMPK3, AtMPK4 et 
AtMPK6 sont activés par phosphorylation en réponse à un stress osmotique 
(Ichimura et al., 2000; Droillard et al., 2002, 2004). Des expériences in vitro ont 
montré que les MAPKK AtMEK1 (ou AtMKK1) ou AtMEK2 phosphorylent AtMPK4 et 
AtMPK6 en réponse à un stress hydrique, salin ou basse température (Huang et al., 
2000; Matsuoka et al., 2002; Teige et al., 2004). De plus, la surexpression in planta 
d’AtMEK2 confère une résistance accrue aux stress froid et salin via une activation 
constitutive d’AtMPK4 et AtMPK6 et la stimulation de l'expression de gènes de 
stress. A l’inverse, l’invalidation chez la plante d’AtMEK2 entraîne une absence de 
l’activation d’AtMPK4 et AtMPK6 en réponse à ces stress qui se traduit par une 
hypersensibilité de ces plantes en réponse à ces stress par rapport aux plantes 
sauvages (Teige et al., 2004). Enfin, la kinase AtMEK2 est elle-même activée par 
phosphorylation via la MAPKKK AtMEKK1 (Teige et al., 2004). En ce qui concerne la 
famille de protéines kinases de type SNF1, et notamment de la SnKR2.6 OST1, et 
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des CDPK dans les mécanismes de réponse aux stress, les rôles et les fonctions ont 
été  décrits dans la partie cellule de garde (Cf. § II.4.3.2).  
L'activité des phosphatases de type PP2C, notamment d'ABI1 et ABI2, est 
étroitement associée à l'activité des SnRK2s comme nous l'avons décrit 
précédemment dans la description des voies de signalisation de l'ABA dans les 
cellules de garde. Néanmoins, d’autres phosphatases spécifiques des tyrosines 
phosphorylées participent à la régulation des stress. C'est le cas de la phosphatase 
AtPTP1 (Protein Tyr-specific Phosphatase) qui déphosphoryle et inactive in vitro 
AtMPK6 et AtMPK4 (Huang et al., 2000; Gupta & Luan, 2003) tout comme 
AtDsPTP1 (Dual-Specificity Protein Tyrosine Phosphatase, Gupta et al., 1998; Ulm et 
al., 2002). L’ensemble de ces observations démontrent l’importance des processus 
de phosphorylation/déphosphorylation lors de la signalisation et le contrôle de stress 
osmotiques. 
Les messagers secondaires type ROS ou d’origine lipidique tel que le PA (Acide 
Phosphatidique), l’IP3 (Inositol-1,4,5-TRIPhosphate), le PIP2 (phosphatidylinositol 
3,5-bisphosphate) ou le DGPP (DiacylGlycerol PyroPhosphate) participent aussi aux 
voies de signalisation des stress osmotiques. Lors d’un stress de faible intensité, la 
production de PA est augmentée via l'activation d'une phospholipase de type D 
(PLD). L'augmentation de l'intensité du stress provoque la production de PIP2 qui 
inhibe alors la PLD. Puis l’IP3 et le PA sont synthétisés par une phospholipase de 
type C (PLC) et enfin l’activité de la PLD associée à une PA kinase permet la 
production de PA et de DGPP. Ces deux derniers niveaux de stress induisent des 
cascades de phosphorylation et des régulations transcriptomiques (pour revue : 
Munnik & Meijer, 2001). 
III.4. Signalisation calcique 
Le calcium est un messager secondaire majeur impliqué dans la signalisation 
de nombreux stress dont les stress hydrique et salin. En effet, ces stress induisent 
une augmentation transitoire et immédiate du calcium cytoplasmique, suivie d'une 
deuxième augmentation du Ca2+cyt qui dure de quelques minutes à plusieurs heures 
selon l'intensité du stress (Sanders et al., 1999; White & Broadley, 2003). Ces 
variations de la concentration en Ca2+ cytoplasmique nécessitent des systèmes de 
transports actifs comme des Ca2+-ATPases et des antiporteurs H+/Ca2+ (pour revue: 
White & Broadley, 2003).  
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Une voie de perception de signal Ca2+-dépendante a été mise à jour grâce à 
l'invalidation ou la surexpression de CBL1 (Calcineurin B-Like protein) chez la plante. 
En effet, la modulation de l'expression de cette protéine affecte la réponse aux stress 
salin et hydrique sans affecter la réponse à l'ABA (Jung Jang et al., 1998; Cheong et 
al., 2003; Albrecht et al., 2003). La famille des CBL comporte 10 membres chez 
Arabidopsis thaliana et interagit spécifiquement avec des Ser/Thr kinases de la 
famille des CIPK (CBL-Interacting Protein Kinase) constitué de 25 membres 
(Kolukisaoglu et al., 2004) dont certains membres régulent la voie ABA-dépendante. 
C'est le cas de la kinase CIPK3 dont l'expression est induite en réponse à des stress 
abiotiques et à l'ABA; son invalidation chez la plante conduit à la dérégulation de 
l'expression de gènes ABA-dépendants (Kim et al., 2003). Dans le cas de la protéine 
CBL9, son invalidation stimule fortement des gènes codant pour les enzymes de la 
voie de biosynthèse de l'ABA (Pandey et al., 2004). L'ensemble de ces observations 
suggèrent donc que les complexes CBL/CIPK interviennent dans la réponse précoce 
de la réponse aux stress, en amont de la voie de synthèse de l'ABA. D'autres 
membres de ces familles, AtCBL4 et AtCIPK24, jouent aussi un rôle crucial dans la 
réponse à ces stress, notamment en réponse à un stress ionique comme nous le 
verrons dans le paragraphe III.9. 
Des kinases Ca2+-dépendantes de type CDPK interviennent dans cette réponse 
précoce aux stress. Par exemple, les gènes AtCDPK1 et AtCDPK2 sont induits par 
des stress osmotique, hydrique et salin sans être affectés par l'ABA (Urao et al., 
1994). 
III.5. Régulations transcriptionnelles 
En réponse aux stress hydrique et salin, certains facteurs de transcription sont 
activés via des cascades de phosphorylation, résultant en une modulation de 
l’expression génique afin dans un premier temps de dévier le métabolisme cellulaire 
vers des mécanismes de protection puis vers une réponse adaptative. Dans les 
premières heures d'un stress osmotique, l'expression d'environ 30 % des gènes est 
régulée (Seki et al., 2002a; Kreps et al., 2002; Leonhardt et al., 2004). Ces gènes 
codent pour : 
Ø des éléments de signalisation ou des facteurs de transcription, 
Ø des protéines participant à la protection des tissus,  
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Ø des enzymes permettant le métabolisme d'osmoticum, 
Ø des enzymes du catabolisme des espèces réactives et des éléments 
permettant la dégradation de protéines endommagées par les ROS. 
Les gènes dont l'expression est régulée via une voie ABA-dépendante possèdent 
pour la plupart dans leur séquence promotrice un motif ABRE (ABA Responsive 
Element) reconnu spécifiquement par les facteurs de transcription ABA-dépendants 
bZIP (Basic-domain leucine ZIPper), appelés aussi AREB (ABRE-Binding) ou ABF 
(ABRE-Binding Factors). Parmi les 9 facteurs bZIP identifiés chez Arabidopsis 
thaliana, seuls REB1/ABF2, AREB2/ABF4, et ABF3/DPBF5 ont leur expression 
stimulée par l'ABA (Kang et al., 2002; Fujita et al., 2005). De plus, comme nous 
l'avons décrit précédemment, ces facteurs de transcription nécessitent une activation 
par des kinases de type SnRk2 comme la kinase OST1, SnRK2D (ou SnRK2.2) ou 
SnRK2I (ou SnRK2.3) (Uno et al., 2000; Fujita et al., 2009). D’autres gènes ABA-
dépendants sont régulés par des facteurs des familles MYB et MYC. Par exemple, 
l’expression du gène RD22, un élément de réponse à la déshydratation, est régulé 
par les facteurs de transcription AtMYC2 et ATMYB2 (Abe et al., 1997). 
La régulation transcriptionnelle ABA-indépendante fait intervenir des facteurs de 
transcription DREB2s (DRE Binding protein) qui interagissent avec une séquence 
DRE/CRT (Drought Responsive Element/C-RepeaT) agissant en cis afin d'activer 
des gènes impliqués dans la réponse au stress hydrique. En effet, l'expression de 
ces facteurs DREB2A et DREB2B est fortement stimulée en réponse à un stress 
salin ou hydrique mais pas en présence d’ABA (Nakashima et al., 2000). L'analyse 
du transcriptome de plantes exprimant une forme constitutivement active de 
DREB2A révèle un fort niveau d'expression des gènes de réponse aux stress salin, 
hydrique, ou hautes températures en comparaison aux plantes sauvages qui se 
traduit phénotypiquement par une meilleure résistance aux stress (Liu et al., 1998; 
Sakuma et al., 2006a, 2006b). Des résultats similaires ont été obtenus chez le soja 
ou chez le riz suite à la surexpression de facteurs de type DREB2 (Dubouzet et al., 
2003; Chen et al., 2007). 
III.6. Accumulation d'osmoprotecteurs 
En réponse à un stress osmotique et afin de diminuer le potentiel osmotique 
des cellules les plantes accumulent des osmolytes. Ces composés sont pour la 
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plupart des sucres alcooliques ou des acides aminés comme la proline ou chez 
certaines espèces la glycine-bétaïne (Verslues & Sharp, 1999; Déjardin et al., 1999). 
Des plantes transgéniques dans lesquelles le métabolisme de ces acides aminés ou 
sucres est augmenté présentent une tolérance accrue aux stress hydrique, salin, 
oxydatif, hautes ou basses températures ou encore à une forte intensité lumineuse 
(Nuccio et al., 1999; Chen & Murata, 2002). De plus, il a été démontré chez 
Arabidopsis thaliana que le métabolisme du saccharose est stimulé en réponse à un 
stress hydrique, basses températures ou anoxie. Par exemple, l’expression des 
gènes codant des SUcroses Synthases SUS1 et SUS2 est fortement augmentée lors 
de ces stress, ce qui permet la dégradation du saccharose en hexoses et une 
meilleure tolérance aux stress (Déjardin et al., 1999). De même, l'augmentation de la 
stimulation de la voie de biosynthèse de proline ou de glycine-bétaïne par ingénerie 
permet d'accroître la tolérance des plantes à un stress hydrique ou salin (Sakamoto 
& Murata, 2000; Hong et al., 2000). En plus d'un rôle osmoprotecteur, les acides 
aminés accumulés participent à la stabilisation et à la protection de protéines (Paleg 
et al., 1984; Papageorgiou & Murata, 1995), à la séquestration de ROS (Molinari et 
al., 2007) et stabiliseraient les membranes lipidiques (Jain et al., 2001).  
III.7. Modulation de l'expression de protéines 
Lors de stress abiotiques, les protéines et les membranes sont affectées. De 
ce fait, des protéines de type chaperonnes participent à les maintenir dans un état 
fonctionnel (pour revue: Wang et al., 2004). Ces protéines prennent en charge 
d'autres protéines afin de préserver leur structure lors de conditions dénaturantes. 
C'est le cas des protéines des familles Hsp (Heat Shock Protein) et LEA (Late 
Embryogenesis Abundant protein), identifiées respectivement lors de l'étude de 
protéines intervenant dans la résistance à de hautes températures et de l'étude des 
étapes de déshydratation au cours de la maturation des graines.  
III.7.1. LEA 
Le génome d'Arabidopsis thaliana comporte 51 membres de la famille des 
LEA. Certaines de ces protéines possèdent un motif ABRE dans leur séquence 
promotrice et sont donc régulées par l'ABA (Hundertmark & Hincha, 2008). 
L'introduction de la protéine HVA1, une LEA d'orge, confère à deux variétés de riz 
sensibles à un stress hydrique et salin une meilleure tolérance en limitant la 
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dégradation des membranes (Rohila et al., 2002; Chandra Babu et al., 2004). Des 
résultats similaires ont été obtenus avec les LEA du blé, PMA80 et PMA1959, 
introduits dans une variété de riz (Cheng et al., 2002). 
III.7.2. Hsp 
Les protéines de la famille des Hsp sont divisées en plusieurs groupes selon 
leur taille (pour revue: Wang et al., 2004). Les protéines des groupes Hsp70 et 
Hsp90 participent à la protection de certains facteurs de transcription qui régulent 
l'expression de gènes de stress. Les Hsp70 et les sHsp (small Hsp) participent à la 
prévention de la formation d'agrégats protéiques et à la stabilisation des protéines. 
Les Hsp60, Hsp70 et Hsp90 participent au repliement protéique. Enfin, les Hsp100 
interviennent dans la resolubilisation des protéines agrégées afin de limiter leur 
dégradation et de faciliter leur repliement. La surexpression de certaines Hsp confère 
une résistance à des stress abiotiques, comme par exemple Hsp70-1 chez le tabac 
ou AtHspP17.6A chez Arabidopsis thaliana qui permettent à la plante de mieux 
résister à un stress hydrique (Sun et al., 2001). 
III.7.3. Polyamines 
Les polyamines sont des composés issus du métabolisme de l'arginine, de la 
méthionine ou de l'ornithine. Les principaux sont la putrescine, la spermine ou la 
spermidine. Ces polyamines sont accumulées au cours de stress osmotiques, 
hydrique ou salin et leur métabolisme est stimulé par ces stress, probablement par 
une voie ABA-dépendante (Urano et al., 2003; Alcázar et al., 2006). En effet, 
l'expression de certaines enzymes de leur voie de biosynthèse est surexprimée en 
réponse à l'ABA, alors qu'elle est absente chez des mutants dépourvus d'ABA ou 
ABA-insensibles. De plus, l'invalidation chez Arabidopsis thaliana des gènes 
impliqués dans le métabolisme de la spermine conduit à une hypersensibilité à un 
stress hydrique ou salin en comparaison aux plantes sauvages (Yamaguchi et al., 
2006, 2007). A l'inverse, la surexpression de ces gènes chez la plante confère une 
résistance accrue à ces stress. Par exemple, l'introduction de SAMDC (S-
AdenosylMethionine DeCarboxylase), une enzyme permettant la synthèse de 
polyamines à partir de méthionine, chez le riz ou le tabac conduit à l'augmentation de 
la production de spermine et spermidine qui est corrélée à une meilleure une 
tolérance aux stress salin et hydrique (Roy & Wu, 2002; Waie & Rajam, 2003; Wi et 
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al., 2006). Il a été démontré que cette tolérance est associée à l'activité antioxydante 
des polyamines qui se lient aux espèces radicalaires, stabilisant les protéines ou 
lipides membranaires chargés négativement et modulent l'expression de certains 
transcrits.  
III.7.4. Protéases 
Suite à un stress osmotique et/ou oxydatif, de nombreuses protéines sont 
endommagées de manière irréversible. De ce fait, un certain nombre de protéases 
sont induites afin d'assurer leur dégradation (Seki et al., 2002a; Kreps et al., 2002). 
Par exemple, l'expression de la protéine chloroplastique ERD1 (Early Responsive to 
Dehydration), similaire à la sous-unité ATPase régulatrice d'une protéase 
bactérienne est fortement stimulée en réponse à un stress salin et hydrique 
(Nakashima et al., 1997). De ce fait, ERD1 participerait à la dégradation des 
protéines endommagées dans les chloroplastes. 
III.7.5. Aquaporines 
Les aquaporines sont au nombre de 35 chez Arabidopsis thaliana. Ce sont 
des protéines membranaires impliquées dans le transport d'eau chez les végétaux 
afin de réguler la perméabilité à l'eau (Javot & Maurel, 2002). Au cours d'un stress 
hydrique, l'expression des gènes codant les aquaporines est pour la plupart réprimée 
sauf pour AtPIP1;4 et AtPIP2;5 dont l'expression est fortement augmentée, ce qui 
suggère une redirection de l'eau vers certains types cellulaires afin d'optimiser 
l'utilisation de l'eau (Alexandersson et al., 2005). Ainsi, la surexpression de certaines 
isoformes d'aquaporines comme RWC3 chez le riz ou de RD28 chez Arabidopsis 
thaliana confère à ces plantes une meilleure tolérance à un stress osmotique en 
comparaison aux plantes sauvages (Daniels et al., 1994; Lian et al., 2004). A 
l'inverse, la surexpression d'autres aquaporines comme HvPIP2;1 d'orge introduit 
chez le riz induit une hypersensibilité à un stress salin (Katsuhara et al., 2003). 
III.8. Stress oxydant 
Au cours de la photosynthèse, l'activité des photosystèmes I et II produit des 
ROS en permanence au niveau des chloroplastes. Les ROS sont des espèces 
actives de l’oxygène et peuvent être des molécules toxiques comme l’H2O2 ou le NO 
ou bien des espèces radicalaires. Les radicaux chimiques possèdent un électron non 
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apparié confèrant une instabilité et une très forte réactivité. La stabilisation du radical 
nécessite le captage d'un électron provenant des macromolécules voisines, ce qui 
endommage l'ADN, oxyde et dénature les protéines ou oxyde et déstabilise les 
lipides. La production de ces espèces réactives est dépendante de nombreux 
facteurs. Lors d'un stress osmotique, une forte diminution de l'apport de CO2 se 
produit suite à la fermeture stomatique qui a pour conséquence d'augmenter la 
quantité de ROS produits (Apel & Hirt, 2004). Comme nous l'avons décrit 
précédemment, le NO ou l’H2O2 sont des messagers secondaires nécessaires pour 
activer certains processus tels que la fermeture stomatique en réponse à ABA ou 
l'allongement de l'apex racinaire et activer des facteurs de transcription (Neill et al., 
2002; Apel & Hirt, 2004; Gechev et al., 2006). Le génome d’Arabidopsis thaliana 
comporte plus de 150 gènes codant pour des éléments de la détoxification des ROS, 
notamment des composés antioxydants comme l’acide ascorbique et le glutathion ou 
des enzymes permettant l’élimination des espèces réactives comme la catalase, la 
superoxyde dismutase (SOD), l'ascorbate peroxidase (APX), la glutathione réductase 
ou la péroxyredoxine (Noctor & Foyer, 1998; Mittler et al., 2004). En réponse à un 
stress salin ou hydrique, l'expression et l'activité de ces enzymes sont très fortement 
stimulées (Agarwal et al., 2005; Kirch et al., 2005; Kotchoni et al., 2006). De même, 
la surexpression de gènes codant l'aldéhyde déshydrogénase du chloroplaste, 
ALDH3I1, ou du cytoplasme, ALDH7B4, deux enzymes impliquées dans la 
détoxification des ROS, confère à la plante une résistance accrue aux stress en 
comparaison aux plantes sauvages en réduisant la teneur en ROS et en lipides 
peroxydés (Kirch et al., 2005; Kotchoni et al., 2006). Par ailleurs, la diminution de la 
production du stress oxydatif contribue à renforcer la stabilité des membranes, 
l'assimilation de nutriments (azote) ou d'oligo-éléments essentiels (fer, manganèse, 
cuivre,…), stimule la photosynthèse en augmentant la teneur en chlorophylles ou 
caroténoïdes et participe plus généralement au développement végétal en réduisant 
les effets négatifs du stress (Singh & Usha, 2003; Agarwal et al., 2005).  
Les ROS endommagent de nombreuses protéines en oxydant certains acides 
aminés comme la cystéine, la tyrosine, le tryptophane et l’histidine et empêchent de 
ce fait la phosphorylation de celles-ci. L’oxydation des cystéines d’une protéine par 
les ROS conduit à la formation de liaisons disulfure qui modifient la conformation de 
la protéine et son activité (Droge, 2002). Par la suite, ces protéines oxydées sont soit 
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réduites via des thioredoxines, soit dégradées (Schurmann & Jacquot, 2000; Seki et 
al., 2002a; Gelhaye et al., 2005; Vieira Dos Santos & Rey, 2006; Ma et al., 2006). 
III.9. Stress ionique 
Le stress ionique est spécifique du stress salin. Il est du à la toxicité des ions 
Na+ et Cl- en excès dans la plante qui perturbe alors l’homéostasie ionique de 
l’organisme et affecte l’activité de certaines enzymes. Par exemple chez la levure, la 
phosphatase HAL2P (HALotolerance protein Phosphatase), qui intervient dans la 
synthèse d’AMP, est fortement sensible aux ions Na+ (Albert et al., 2000). L’activité 
d'AtAHL, l’un de ses homologues chez Arabidopsis thaliana, est aussi inhibé par le 
Na+ et serait une cible directe du stress salin (Gil-Mascarell et al., 1999). A ce jour, 
l’ensemble des études réalisées a permis de montrer qu’il existe 3 mécanismes qui 
permettent de limiter un excès d’accumulation des ions Na+ au niveau symplaste des 
cellules végétales :  
Ø limitation de la perméation du Na+ au niveau racinaire, 
Ø la compartimentation du Na+ dans la vacuole, 
Ø l’extrusion des ions Na+ vers le milieu extérieur via des antiporteurs H+/Na+.  
L’extrusion du Na+ fait intervenir la voie des SOS (Salt Overtly Sensitive) qui a été 
identifiée au cours d’un crible génétique recherchant des mutants hypersensibles à 
un stress salin (Wu et al., 1996; Zhu et al., 1998). Le stress salin mobilise une voie 
de signalisation particulière médiée par la kinase calcium-dépendante SOS3 (ou 
AtCIPK24) ou par ses homologues (Quan et al., 2007). Chez Arabidopsis thaliana, la 
mutation de SOS3 confère une hypersensibilité des plantes mutées au stress salin 
par rapport à des plantes sauvages. Au cours de ce stress, SOS3 se lie au calcium 
puis à SOS2 (ou AtCBL4), une sérine/thréonine kinase (Halfter et al., 2000). La 
liaison de SOS3 à SOS2 entraîne une levée de l'auto-inhibition de SOS2 et permet 
l'activation de différents effecteurs du stress salin (Guo et al., 2001). La voie de 
signalisation SOS s'autostimule en activant des transporteurs de calcium tel que 
CAX1, un antiporteur H+/Ca2+ (Cheng et al., 2004).  
Pour réduire les effets du stress salin, l'un des mécanismes mis en place par 
les plantes est de limiter l'entrée des ions dans la plante. C'est l'une des fonctions 
d'AtHKT1, un importeur de Na+ identifié lors d'un crible génétique recherchant des 
suppresseurs de la mutation sos3 (Rus et al., 2001). Son invalidation chez 
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Arabidopsis thaliana entraîne une hyposensibilité des racines à un stress salin du à 
une réduction de l’entrée du Na+ dans la plante en comparaison à une plante 
sauvage (Mäser et al., 2002). En revanche, ces mutants sont hypersensibles au 
niveau foliaire en réponse à ce stress, suggérant un rôle dans la relocalisation du 
Na+ au cours du stress (Mäser et al., 2002). Afin de limiter la toxicité du Na+, les ions 
seraient redirigés vers les racines. AtHKT1, exprimé dans le phloème, participe à 
cette redirection du Na+ des feuilles vers les racines (Berthomieu et al., 2003). Ces 
résultats suggèrent donc que la voie des SOS régulerait l’entrée du Na+ dans la 
racine en y inhibant AtHKT1.  
Des mécanismes d’extrusion du Na+ dans le milieu externe sont aussi régulés 
par la voie des SOS. En effet, au niveau de la racine, le couple SOS2-SOS3 active 
SOS1, un antiporteur H+/Na+. L'activité de SOS1 permet d'excréter le sodium dans le 
sol et ainsi de limiter la quantité d'ions stockés dans la plante (Qiu et al., 2002). 
SOS1 semble aussi participer à l’homéostasie du potassium en régulant l'activité 
d'AKT1, un canal potassique entrant Shaker. Ainsi chez les mutants sos1, l’influx de 
potassium est fortement diminué lors d'un stress salin en comparaison aux plantes 
sauvages (Qi & Spalding, 2004).  
Enfin, la toxicité des ions peut être réduite via la compartimentalisation dans la 
vacuole. La protéine SOS2 active l'échangeur Na+/H+ du tonoplaste AtNHX1 (Qiu et 
al., 2004). Capable de transporter les ions K+ et Na+ avec une affinité similaire dans 
des conditions physiologiques, ce transporteur intervient dans la détoxification en cas 
de stress salin. Ce transport est facilité par l'énergisation du tonoplaste par SOS2 qui 
active la V-ATPase (Batelli et al., 2007). Les transporteurs AtNHX2 à 4 présentent 
une activité de transport similaire et participeraient aussi à la tolérance au stress 
salin (Wang et al., 2007). 
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Le séquençage complet du génome d'Arabidopsis thaliana associé à des 
approches de génétique, de physiologie et d'électrophysiologie ont permis d'identifier 
et de caractériser l’activité de nombreux canaux et transporteurs ioniques impliqués 
dans la régulation des mouvements stomatiques. Ainsi depuis plusieurs années, des 
canaux potassiques de la famille des Shaker ont été identifiés au niveau du 
plasmalemme des cellules de garde comme acteurs majeurs des mouvements de 
potassium à travers cette membrane avec KAT1, KAT2, ATK1, AKT2 et AtKC1 
participant à l’entrée de potassium et GORK permettant sa sortie (Cf. Chapitre I - 
II.3.2). Plus récemment, des gènes codants les canaux anioniques de la membrane 
plasmique de type rapide, AtALMT12, ou lents, SLAC1, ont été identifiés 
moléculairement. En revanche, les études sur les compartiments intracellulaires 
restent encore à ce jour peu abondantes et l’identification et la caractérisation du rôle 
de leurs canaux et transporteurs ioniques est quasi inexistante dans les cellules de 
garde. Il a été cependant démontré que la vacuole joue un rôle crucial dans la 
régulation des variations ioniques entre l’état ouvert et l’état fermé des stomates. A 
ce jour, l’activité de quelques canaux et transporteurs de potassium ont été 
caractérisés dans la cellule de garde (Cf. Chapitre I - II.3.2). En revanche, 
l’identification des transporteurs ou canaux d’anions est bien moins aboutie (Cf. 
Chapitre I - II.3.3.5)  
La famille des CLCs fait partie des transporteurs d’anions du tonoplastes envisagés. 
En effet, des membres de cette famille ont été identifiés comme canaux ou 
transporteurs d'ions chlorures chez les animaux. Le génome d'Arabidopsis thaliana 
comporte 7 membres de cette famille, tous localisés au niveau d'endomembranes 
(Lv et al., 2009) et dont certains comme AtCLC-a et AtCLC-b sont sélectifs des ions 
nitrates (De Angeli et al., 2006; von der Fecht-Bartenbach et al., 2010). Mon travail 
de thèse a porté essentiellement sur AtCLC-c, un membre qui n’a jamais été étudié 
dans la régulation des mouvements stomatiques jusqu’à ce jour. En effet, des 
analyses comparatives du transcriptome de cellules de garde et de cellules de 
mésophylles réalisées avant mon arrivée au laboratoire ont mis en évidence 
l'expression spécifique d’AtCLC-c dans les cellules de garde. De plus, son 
expression est modulée par l’ABA et par un stress salin (Leonhardt et al., 2004). Ces 
résultats suggèrent donc un rôle d’AtCLC-c dans la régulation des mouvements 
stomatiques mais aussi au cours de stress abiotiques. 
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Dans un premier temps et dans le prolongement des études réalisées dans le 
laboratoire, des études sur l’expression tissulaire et la localisation intracellulaire 
d’AtCLC-c ont été entreprises. Afin de déterminer le rôle physiologique de cette 
protéine chez la plante, j’ai utilisé des approches multidisciplinaires combinant des 
approches de physiologie et d’électrophysiologie pour caractériser et phénotyper 
différentes allèles de plantes invalidées pour ce gène. Ainsi, j’ai déterminé le rôle 
d’AtCLC-c dans la régulation des mouvements stomatiques en réponse à différents 
stimuli. Ces expériences m’ont permis d’évaluer la fonction d’AtCLC-c dans les 
processus d’ouverture et de fermeture stomatique mais aussi d’ébaucher des 
hypothèses quant à sa sélectivité ionique. En effet, des études antérieures 
montraient qu’AtCLC-c appartenait à un QTL nitrate, suggérant un rôle d’AtCLC-c 
dans le contrôle de l’homéostasie du nitrate comme AtCLC-a (Harada et al., 2004). 
Néanmoins, la combinaison des études que j’ai réalisé sur cellules de gardes et des 
études électrophysiologiques sur des vacuoles isolées de cellules de mésophylle 
m’ont permis de mettre en évidence la sélectivité aux ions chlorures de ce 
transporteur. 
En parallèle, j’ai étudié le rôle d’AtCLC-c sur la physiologie de la plante en réponse à 
différents stress environnementaux. En effet, la régulation de l’expression d’AtCLC-c 
par les stress osmotiques, salin ou par l’ABA suggère un rôle d’AtCLC-c dans la 
réponse à ces stress. De ce fait, j’ai étudié l’impact de l’invalidation d’AtCLC-c au 
niveau de la régulation stomatique ou à l’échelle de la plante entière en réponse à 
ces stress. En collaboration avec l’équipe de S. Filleur de Gif-sur-Yvette, nous avons 
mis en évidence le rôle de transporteur AtCLC-c dans l’homéostasie des ions 
chlorures et la tolérance de la plante au cours d’un stress salin. 
Ainsi, mon travail de thèse m’a permis d’identifier et de caractériser la fonction d’un 
nouveau membre de la famille des CLC, AtCLC-c, un transporteur vacuolaire des 
ions chlorures qui participe à la tolérance au stress salin et à la régulation des 
mouvements stomatiques. 
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I. ETUDE DU ROLE D'ATCLC-C IN PLANTA 
I.1. Etude in silico du promoteur d'AtCLC-c 
Lorsque l'étude d'AtCLC-c a été initiée, aucun canal ou transporteur anionique 
n'avait été identifié moléculairement dans la cellule de garde. Ce travail a été amorcé 
par Nathalie Leonhardt suite à l'analyse du transcriptome de la cellule de garde qui a 
mis en évidence une expression spécifique du gène AtCLC-c dans ce type cellulaire 
en comparaison aux cellules du mésophylle.  
Ces résultats ont été confirmés par la suite par des analyses du patron d'expression 
d'AtCLC-c par qPCR. Par ailleurs, j’ai effectué une étude in silico de la séquence 
promotrice du gène codant pour AtCLC-c. Cette étude m’a permis d’identifier la 
présence de 7 éléments cis-régulateurs A/TAAAG ayant été décrits comme étant 
spécifiques de la cellule de garde (Yang et al., 2008). Ces observations montrent 
l’importance de cet élément dans l’expression spécifique d’AtCLC-c. Au niveau de la 
plante entière, une forte expression d'AtCLC-c est aussi retrouvée dans le grain de 
pollen, en accord avec les données retrouvées dans des bases de données de 
transcriptomique BAR (http://bbc.botany.utoronto.ca, Winter et al., 2007) et 
Genevestigator (http://www.genevestigator.com, Hruz et al., 2008). Une plus faible 
expression dans les racines est aussi reportée. Parallèlement, nous avons étudié 
l'activité du promoteur d'AtCLC-c à l'aide du gène rapporteur GUS, ce qui nous a 
permis de confirmer les résultats précédents (Cf. § I.3; Article - Figure 1).  
Les résultats déposés dans les bases de données révèlent en revanche une 
surexpression d'AtCLC-c au niveau des parties racinaires en réponse à un stress 
osmotique (300 mM mannitol) ou salin (200 mM NaCl), 3 h ou 12 h après le début du 
stress par rapport au contrôle prélevé avant le stress, respectivement. De même, 
l'expression d'AtCLC-c est augmentée 12 h après ajout de 100 µM d'ABA. Ces 
données, que nous avons partiellement confirmé par des études en qPCR, sont 
corroborées par la présence dans la séquence promotrice d'AtCLC-c de 8 éléments 
cis-régulateurs spécifiques de facteurs de transcription de type MYB, MYC ou bZIP 
impliqués dans des stress abiotiques et dans la réponse à l'ABA (Cf. Tableau 2; 
http://arabidopsis.med.ohio-state.edu, Davuluri et al., 2003a). De façon intéressante, 
l'analyse de cette séquence promotrice a aussi mis en évidence la présence 
d'éléments régulateurs spécifiques de la réponse à la lumière et au rythme circadien, 
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suggérant une régulation de l'expression d'AtCLC-c par le cycle nycthéméral que 
nous avons confirmé ultérieurement par qPCR. Enfin, deux éléments ARF1 
impliqués dans la réponse à l'auxine sont aussi présents. 
L’ensemble de nos études réalisées sur le promoteur d’AtCLC-c suggère un rôle de 
ce transporteur dans la régulation du volume cellulaire au cours des mouvements 
stomatiques et en réponse à des stress abiotiques. 
 
 
Nom du facteur Position Séquence 
Réponse à un stress abiotique et/ou ABA   
AtMYB2 -647 à -653 ctaaca 
AtMYC2 - BHLH -409 à -414 cacatg 
AtMYC2 - BHLH -344 à -349 cacatg 
AtMYC2 - BHLH -992 à -997 cacatg 
bZIP - DPBF1&2 -409 à -415 acacttg 
bZIP - DPBF1&2  -991 à -997 acacttg 
MYB4 -1043 à -1049 aactaac 
MYB4 -359 à -365 aactaac 
Rythme circadien         
EveningElement -385 à -393 aaatatct 
Réponse à lumière         
SORLIP1 -679 à -684 agccac 
SORLIP1 -1177 à -1182 agccac 
Réponse à l'auxine         
ARF1 -936 à -941 tgtctc 
ARF1 -1141 à -1146 tgtctc 
Expression dans la cellule de garde 
(T/A)AAAG -176 à -181 aaaat 
(T/A)AAAG -864 à -869 aaaat 
(T/A)AAAG -872 à -877 aaaat 
(T/A)AAAG -946 à -951 aaaat 
(T/A)AAAG -992 à -997 aaaat 
(T/A)AAAG -1060 à -1065 taaat 
(T/A)AAAG -1356 à -1361 aaaat 
 
Tableau 2: Eléments régulateurs identifiés dans la séquence promotrice 
d'AtCLC-c 
Le motif cis-régulateur spécifique de la cellule de garde est retrouvé à 7 reprises 
dans la région promotrice d'AtCLC-c. Elle contient aussi des motifs régulateurs 
reconnus par des facteurs de transcription impliqués dans la réponse à l'ABA et au 
stress salin ainsi que des éléments de réponse à la lumière, au rythme circadien et à 
l'auxine. La position est indiquée en nucléotides par rapport au codon +1 de l’ATG 
d'AtCLC-c (Davuluri et al., 2003b; Yang et al., 2008). 
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I.2. A la recherche de la fonction d'AtCLC-c… 
En ce qui concerne la fonction de cette protéine, une analyse QTL portant sur 
l'ion nitrate avait permis d'identifier AtCLC-c. Son invalidation est corrélée à une 
sous-accumulation de cet anion, des ions chlorures et des anions organiques, ce qui 
suggérait un rôle potentiel dans le transport des anions (Harada et al., 2004). Par 
ailleurs, l'identification et la caractérisation d'AtCLC-a a montré que ce transporteur 
de la famille des CLCs qui présente 54 % d'identité avec AtCLC-c est un antiporteur 
H+/NO3
- (De Angeli et al., 2006). De part l'ensemble des résultats et observations 
obtenus avant mon arrivée au laboratoire, mon hypothèse de travail était qu'AtCLC-c 
serait un homologue d'AtCLC-a impliqué dans l'homéostasie d'anions, et notamment 
d'ions nitrates, dans la cellule de garde afin de médier les flux d'anions au cours des 
mouvements stomatiques. Par la suite, une analyse de la séquence protéique 
d'AtCLC-c m’a permis d'émettre l'hypothèse qu'AtCLC-c serait plutôt sélectif aux ions 
chlorures. 
Afin de valider ces hypothèse et d'étudier la fonction d'AtCLC-c in planta, 
quatre lignées invalidées par l'insertion d'un ADN-T dans le gène ont été 
caractérisées: 2 lignées dans l'écotype Columbia (clcc-1 et clcc-2), issues de la 
banque de Syngenta (lignées SAIL 539G05 et 523D08), ont été identifiées au 
laboratoire et 2 lignées dans l'écotype Wassilewskija (clcc-3 et clcc-4), issues de la 
banque de Versailles (lignées 5DWK25 et DYB166), nous ont été fournis par le 
laboratoire d'Hélène Barbier-Brygoo de Gif-sur-Yvette avec lequel nous avons 
étroitement collaboré. Les allèles clcc-1, clcc-3 et clcc-4 présentent une insertion 
dans les exons 6, 3 et 1, respectivement, qui codent pour des domaines de la partie 
membranaire d'AtCLC-c. L'allèle clcc-2 est invalidée par la présence d'un insert dans 
l'intron 6, situé entre les exons codant pour les domaines CBS. Dans l'ensemble de 
ces lignées, aucun transcrit partiel ou pleine longueur n'a été détectée, ce qui 
démontre bien que ces mutants sont nuls (Cf. Article - Figure S1). Nos conditions de 
culture sur sol n'ont pas permis de mettre en évidence des différences sur l'aspect 
macroscopique des différentes lignées mutantes par rapport aux plantes sauvages 
suggérant qu'AtCLC-c n'intervient pas dans le développement général de la plante. 
Comme suggéré par l'expression d'AtCLC-c dans les cellules de garde, les 
premières analyses réalisées au laboratoire ont porté sur la caractérisation du 
phénotype stomatique des lignées invalidées. Dans un premier temps la réponse 
stomatique à la lumière des lignées mutantes en comparaison à celle des lignées 
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sauvages a été étudiée. Le degré d'ouverture stomatique a été déterminé à partir 
d'épidermes de plantes sauvages ou de plantes invalidées pour le gène AtCLC-c 
incubés pendant 2h30 à la lumière en présence de 30 mM de KCl. Ces premiers 
résultats ont montré que les stomates de plantes mutantes atclcc s'ouvrent moins 
bien que ceux de plantes sauvages. Ces résultats suggèrent qu'AtCLC-c intervient 
dans les mécanismes d'ouverture stomatique. 
I.3. Caractérisation d'AtCLC-c dans les mouvements 
stomatiques et le stress salin 
La plupart des résultats que j’ai obtenu concernant la caractérisation 
fonctionnelle d'AtCLC-c dans les mouvements stomatiques et le stress salin a fait 
l'objet d'une publication dans The Plant Journal en collaboration avec l'équipe de Gif-
sur-Yvette. Dans cet article, l'étude de l'activité du promoteur d'AtCLC-c à l'aide du 
gène rapporteur GUS a révélé une forte expression de ce gène dans les cellules de 
garde et dans le grain de pollen mais aussi une plus faible expression au niveau de 
la zone de maturation de la racine. Ces résultats sont en accord avec ceux que nous 
avions préalablement observés dans les bases de données de transcriptomique 
publiques (Cf. Article - Figure 1). Cette analyse a aussi révélé une expression 
d'AtCLC-c au niveau de l'apex racinaire non détectée jusqu’ici via les approches 
transcriptomiques globales. Enfin, nous avons mis en évidence que l'expression 
d'AtCLC-c dans les cellules de garde est aussi régulée transcriptionnellement en 
réponse à l'ABA et/ou à l'obscurité (Cf. Article - Figure 7a) comme prédit par la 
présence des éléments cis-régulateurs dans la région promotrice d'AtCLC-c (Cf. § 
I.1). Dans cet article, nous avons aussi déterminé la localisation intracellulaire 
d’AtCLC-c. En effet, la localisation intracellulaire d'AtCLC-c était incertaine au début 
de mon travail de thèse. La base de données SUBA (Subcellular Database) indiquait 
en effet une localisation possible de la protéine au plasmalemme ou au tonoplaste 
(http://www.suba.bcs.uwa.edu.au; Heazlewood et al., 2007). Pour ce faire, une 
protéine de fusion GFP:AtCLC-c a été exprimée transitoirement en protoplastes de 
mésophylle et utilisée pour transformer des plantes. L’observation en microscopie 
confocale des protoplastes ou des plantes transformées nous a permis de montrer 
qu’AtCLC-c est localisé au tonoplaste (Cf. Article - Figure 2). Enfin, l’identification et 
la caractérisation de lignées invalidées pour le gène AtCLC-c et de lignées 
complémentées nous a permis d’appréhender la fonction d’AtCLC-c. Les 
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températures foliaires mesurées sur des feuilles préalablement incubées à la lumière 
est plus élevée chez les lignées invalidées en comparaison aux lignées sauvages 
(Cf. Article - Figure 3c). Ces observations ont ensuite été validées par la mesure du 
degré d'ouverture stomatique en réponse à la lumière des différentes lignées qui 
montre que les stomates des plantes mutées sont plus fermés que ceux des plantes 
sauvages (Cf. Article - Figure 4). Les données de la littérature jusqu'ici disponibles 
suggèrent qu'AtCLC-c serait un transporteur d'ions nitrates alors que sa séquence 
protéique suggère plutôt une sélectivité aux ions chlorures. Afin de déterminer si 
AtCLC-c favorise le transport de l'un ou l'autre de ces anions, nous avons mesuré le 
degré d'ouverture stomatique en réponse à la lumière en présence d'ions chlorures 
ou d'ions nitrates chez les plantes sauvages et mutantes. En présence de KCl, les 
lignées mutantes ont un degré d'ouverture stomatique inférieur à celui des lignées 
sauvages. Cette différence est beaucoup moins importante en présence d'ions 
nitrate (Cf. Article - Figure 4). Afin de confirmer le rôle d'AtCLC-c dans le transport 
des ions chlorures, nous avons déterminé le contenu ionique des cellules de garde 
par différentes techniques. Parmi les ions analysés, seul le contenu en ions chlorures 
est fortement diminué chez les lignées invalidées pour AtCLC-c par rapport aux 
lignées sauvages (Cf. Article - Tableau 1). Ces résultats nous ont permis d’émettre 
l’hypothèse qu’AtCLC-c est un transporteur d’ions chlorures. Compte tenu de 
l’importance du rôle de l’ABA dans la régulation des mouvements stomatiques et de 
la régulation de l’expression d’AtCLC-c par l’ABA, nous nous sommes intéressés à la 
fonction d’AtCLC-c dans cette réponse. Nos résultats ont montré une plus faible 
sensibilité à l'ABA des lignées mutantes par rapport aux lignées sauvages (Cf. Article 
- Figure 3b). Enfin, l’étude de l'expression d'AtCLC-c a été étudiée en réponse à 
différents stress, révélant une stimulation de l'expression d'AtCLC-c en réponse à de 
fortes concentrations en NaCl (Cf. Article - Figure 5a). Afin d'identifier le rôle 
d'AtCLC-c dans cette réponse, des plantes sauvages et mutantes ont été cultivées 
en sol ou in vitro en présence d'une forte teneur en NaCl. Nos résultats présentés 
dans la figure 5 de l’article montrent que les lignées invalidées pour AtCLC-c sont 
hypersensibles à ce stress en comparaison aux plantes sauvages. De façon très 
intéressante, cette hypersensibilité est conservée lorsque le NaCl est substitué par 
du KCl, montrant ainsi que l'ion chlorure est responsable de l'hypersensibilité des 
lignées invalidées par rapport aux lignées sauvages. La localisation d'AtCLC-c au 
niveau du tonoplaste et la faible différence entre le contenu ionique des lignées 
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mutantes et celui des plantes sauvages en réponse à un stress salin suggère que ce 
transporteur participe à réduire la toxicité ionique rencontré au cours d'un stress salin 
en intervenant dans des mécanismes de séquestration des ions chlorures dans la 
vacuole (Cf. Article - Tableau 2). Ainsi, l’ensemble des résultats présentés dans cet 
article montre qu'AtCLC-c est un transporteur vacuolaire d’ions chlorures impliqué 
dans la tolérance à un stress salin et dans la régulation des mouvements 
stomatiques. 
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SUMMARY
In plant cells, anion channels and transporters are essential for key functions such as nutrition, resistance to
biotic or abiotic stresses, and ion homeostasis. In Arabidopsis, members of the chloride channel (CLC) family
located in intracellular organelles have been shown to be required for nitrate homeostasis or pH adjustment,
and previous results indicated that AtCLCc is involved in nitrate accumulation. We investigated new
physiological functions of this CLCmember in Arabidopsis. Herewe report thatAtCLCc is strongly expressed in
guard cells and pollen and more weakly in roots. Use of an AtCLCc:GFP fusion revealed localization to the
tonoplast. Disruption of the AtCLCc gene by a T-DNA insertion in four independent lines affected physiological
responses that are directly related to the movement of chloride across the tonoplast membrane. Opening of
clcc stomata was reduced in response to light, and ABA treatment failed to induce their closure, whereas
application of KNO3 but not KCl restored stomatal opening. clcc mutant plants were hypersensitive to NaCl
treatment when grown on soil, and to NaCl and KCl in vitro, confirming the chloride dependence of the
phenotype. These phenotypes were associated with modifications of chloride content in both guard cells and
roots. These data demonstrate that AtCLCc is essential for stomatal movement and salt tolerance by
regulating chloride homeostasis.
Keywords: chloride, channel/transporter, salt stress, stomata, vacuole, tonoplast.
INTRODUCTION
The chloride channel (CLC) family are ubiquitous proteins
that are present in prokaryotes and eukaryotes, and,
unusually, comprise both channels and transporters
(Mindell and Maduke, 2001; Jentsch, 2008). Seven AtCLC
genes (AtCLCa–g) have been identified in the Arabidopsis
genome (Hechenberger et al., 1996; Lv et al., 2009). Intra-
cellular localization of some of these proteins shows that
AtCLCs are present in various membranes including the
vacuolar membrane (AtCLCa and AtCLCb) (De Angeli et al.,
2006; von der Fecht-Bartenbach et al., 2010), Golgi vesicles
(AtCLCd and AtCLCf) or chloroplast membranes (AtCLCe)
(von der Fecht-Bartenbach et al., 2007; Marmagne et al.,
2007). Physiological characterization of Arabidopsis
mutants suggested the involvement of AtCLCa, AtCLCb and
AtCLCc in the regulation of nitrate levels in planta (Geelen
et al., 2000; Harada et al., 2004; von der Fecht-Bartenbach
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et al., 2010). AtCLCa is located at the tonoplast in
Arabidopsis mesophyll cells. It has been shown to function
as a 2NO3
)/1H+ antiporter that is able to specifically accu-
mulate nitrate into the vacuole. In agreement, knockout
mutant plants accumulate 50% less nitrate than wild-type
plants (Geelen et al., 2000; De Angeli et al., 2006). Thus
AtCLCa plays a major role in nitrate homeostasis, probably
partly in cooperation with AtCLCe, which is localized in the
chloroplast compartment (Monachello et al., 2009). It has
also been proposed that AtCLC proteins located in intra-
cellular organelles participate in establishment of an acidic
intra-organellar pH, and AtCLCd has been shown to be
targeted to the trans-Golgi network (TGN), to co-localize
with V-type ATPase, and to be involved in adjustment
of the luminal pH of this compartment (von der Fecht-
Bartenbach et al., 2007).
AtCLCa plays a role in the translocation of nitrate into the
vacuole, but all the other characterized CLCs in bacteria and
mammals are involved in chloride transport. It was recently
shown that this difference in selectivity is due to an amino
acid change in the selectivity filter (Bergsdorf et al., 2009;
Wege et al., 2010). Three of other AtCLCs, AtCLCc, AtCLCd
and AtCLCg, possess a selectivity filter in favour of chloride
transport (Zifarelli and Pusch, 2009a). It has been suggested
that these proteins could be involved in physiological
phenomena that require Cl) transport, such as stomatal
movement or salt tolerance (Hansch and Mendel, 2009;
Teakle and Tyerman, 2010).
Stomata comprise two highly specialized guard cells
located on the aerial organs of plants. They play an essential
role in controlling gaseous exchange for adaptation to
environmental conditions. In the past decade, our knowl-
edge of guard cell signalling has significantly increased.
Investigations on the osmotic changes driving guard cell
movement have mainly focused on the role of plasma
membrane-associated ion channels and transporters and on
signalling elements regulating these transport systems.
Stomatal opening and closure mainly occur in response to
K+ fluxes across the plasma membrane that allow swelling
and shrinking of guard cells (for review, see Very and
Sentenac, 2003; Fan et al., 2004). However, these K+ fluxes
must be accompanied by fluxes of anions such as Cl), NO3
)
and malate to counterbalance the charges. Anion channels
at the guard cell plasma membrane have been studied in
detail, but little is yet known about their molecular identity.
Several anion transporters have been found to be involved
in stomatal movement, such as AtNRT1.1 (CHL1), which is at
least partly responsible for NO3
) uptake (Guo et al., 2003),
SLAC1, which controls guard cell anion homeostasis (Negi
et al., 2008; Vahisalu et al., 2008, 2010), and AtABCB14, a
malate transporter (Lee et al., 2008).
In contrast to the plasma membrane, knowledge of the
changes occurring in intracellular compartments of guard
cells during stomatal movements is less extensive, even
though their volume can change by more than 40%.
Description of the dynamic changes in vacuolar configu-
ration during stomatal movement showed that a great
number of small vacuoles are present in guard cells of
closed stomata, and only a few large ones are present in
guard cells of fully opened stomata (Couot-Gastelier et al.,
1984; Gao et al., 2005; Tanaka et al., 2007). These obser-
vations suggest the important roles of the vacuole and ion
fluxes across the tonoplast during stomatal movements.
Until now, only cation channel activities have been
identified at the tonoplast, including fast vacuolar (FV),
slow vacuolar (SV) and K+-selective vacuolar (VK) cation
channels (Ward and Schroeder, 1994; Pei et al., 1996;
Bihler et al., 2005; Peiter et al., 2005). Little is known
regarding anion channels at the tonoplast, and only
MRP5, an inositol hexakisphosphate transporter, has been
shown to be involved in stomatal movements (Nagy et al.,
2009).
AtCLCs may also be involved in responses to salt stress.
The effect on plants of NaCl, themost widespread salt in soil,
has been well described. NaCl stress involves two distinct
phases, a rapid osmotic phase in response to the osmotic
effect of salt, followed by a slow ionic phase resulting from
toxic accumulation of sodium in the cytoplasm. One strategy
for tolerance requires compartmentalization of sodium and
chloride inside the cell. Studies on NaCl tolerance have
mainly focused on the cation (Na+) component of this stress
at the expense of anion component (Cl)), as Na+ reaches a
toxic concentration in many species before Cl) does (for
review, see Munns and Tester, 2008). Although Cl) is an
essential micronutrient for higher plants (White and Broad-
ley, 2001; Hansch and Mendel, 2009), it can become toxic at
high concentrations if accumulated in the cytoplasm.
Indeed, for some species such as soybean (Glycine max),
citrus (Citrus spp.) and grapevine (Vitus spp.), Cl) is more
toxic than Na+ (La¨uchli, 1984; Storey and Walker, 1999).
Nevertheless, whatever the species analysed, Na+ and Cl)
must both be sequestered in the vacuole to detoxify the
cytoplasm. Currently, only vacuolar cation transporters have
been identified as being involved in salt tolerance, such as
members of the NHX gene family (Yokoi et al., 2002; Apse
et al., 2003), and little is known about the vacuolar anion
component of salt tolerance.
In this study, we report evidence that amember of the CLC
family, AtCLCc, is involved in stomatal movements and salt
tolerance in Arabidopsis thaliana. The AtCLCc protein is
localized in the tonoplast, and AtCLCc is highly expressed in
guard cells and up-regulated by ABA and salt treatment in
the whole plant. Four T-DNA mutants in AtCLCc in two
accessions (WS and Col-0) showed impaired light-induced
stomatal opening and ABA-induced stomatal closure. These
alterations were associated with modifications of the chlo-
ride content in guard cells. The clcc mutants also exhibited
a hypersensitive phenotype to salt stress compared to
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wild-type. Together, these results demonstrate that AtCLCc
plays an important role in regulation of stomatal move-
ments and is involved in salt tolerance through participation
in anion homeostasis.
RESULTS
AtCLCc is strongly expressed in guard cells and pollen
but weakly in roots
The expression level of AtCLCc mRNAs was determined in
leaves, flowers and pollen from soil-grown plants and ger-
minated seeds and roots from in vitro cultures. Quantitative
reverse transcription PCR showed transcript accumulation
mainly in aerial organs, with maximal amounts in pollen
(Figure 1a). To further characterize the AtCLCc expression
pattern, its spatial expression was explored. A genomic
regioncomprising1437 bpof theAtCLCcpromoterupstream
of the start codon was fused in-frame with the uidA reporter
gene, and introduced into Arabidopsis wild-type plants. All
T3 plants obtained from eight independent AtCLCc::GUS
transgenic lines showed a similar qualitative pattern of uidA
expression that corresponded to the quantitative reverse
transcription PCR data. In all transgenic lines, GUS staining
was predominantly detected in guard cells and pollen (Fig-
ure 1b–d), showing that the AtCLCc promoter was strongly
active in both cell types, and corroborating the data available
at http://www.genevestigator.com. Low levels of GUS stain-
ing were also observed in the maturation zone (Figure 1e,f)
and root tip (Figure 1e,h) of plants grown vertically in sterile
agar plates. No staining was detected between these two
zones (Figure 1g).
AtCLCc is localized in the tonoplast
To determine the subcellular localization of AtCLCc, green
fluorescent protein (GFP) was fused to its N-terminus, and
the fusion protein was transiently expressed in protoplasts
from Arabidopsis cell suspensions under the control of
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Figure 1. Tissue-specific expression of AtCLCc.
(a) Quantitative reverse transcription-polymer-
ase chain reaction analysis of AtCLCc expression
in leaves, flowers, germinated seeds, pollen and
roots.
(b–h) Histochemical analyses of representative
transgenic Arabidopsis thaliana plants express-
ing the PAtCLCc:GUS construct. Micrographs of (b)
a 5-day-old seedling, (c) part of a mature leaf,
showing strong staining in guard cells, (d) the
stamen, showing strong staining in pollen
grains, and (e–h) 7-day-old seedlings, showing
staining in the primary root and the root cap.
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labelling by the GFP:AtCLCc fusion coincided with the
tonoplast (Figure 2a–c). Stable transformation of A. thaliana
with the same construct confirmed tonoplast localization in
stomata (Figure 2d–f).
Identification of atclcc null mutants
To determine the function of AtCLCc in planta, four homo-
zygous T-DNA insertion lines were isolated. Two, clcc-1 and
clcc-2, were in the Col-0 ecotype, andwere obtained from the
Syngenta Arabidopsis Insertion Library (SAIL). The other
two, clcc-3 and clcc-4, were in the WS ecotype, and were
obtained from the INRA Versailles collection. To confirm the
T-DNA insertion sites and select homozygous lines, PCR-
based screening was performed using AtCLCc-specific
primers and T-DNA primers. All T-DNA insertions were
located within the coding region of AtCLCc (Figure S1a,c).
The alleles clcc-1, clcc-3 and clcc-4, possess insertions in the
6th, 3rd and 1st exons, respectively, which encode the
‘voltage CLC’ domain that constitutes the pore of the CLC
channel family (Meyer and Dutzler, 2006). The second allele,
clcc-2, has an insertion in the 6th intron between exons that
correspond to the ‘cystathionine b-synthase’ (CBS ) domain
in the C-terminal part of the protein. This regulatory domain,
which has been described in numerous proteins (reviewed
by Ignoul and Eggermont, 2005), is only present in eukary-
otic CLC proteins (Estevez et al., 2004; De Angeli et al., 2009).
No full-length transcript was detected for clcc-2 (Fig-
ure S1b,d). The resistance to BASTAÒ of progeny obtained
from self-pollinated heterozygous plants segregated at a
ratio of 3:1 for all alleles, indicating a single T-DNA insertion
in each of the four mutants. Under our growth conditions on
soil, no difference in macroscopic phenotype was observed
between homozygous clcc lines and the correspondingwild-
type plants, indicating that AtCLCc gene disruption does not
affect the general development of the plant. As AtCLCc is
strongly expressed in pollen, the pollen fertility was inves-
tigated. We took advantage of the fact that the disrupting
T-DNA carries a copy of the bar gene, which confers resis-
tance to phosphinothricin (PPT). F1 homozygous wild-type
plants that do not contain the transforming T-DNA have
been identified as sensitive to the antibiotic. In the F1 prog-
eny, hemizygous for the bar transgene, themean percentage
of homozygous wild-type plants, sensitive to PPT, was close
to 25%, as expected for Mendelian segregation of a single
recessive trait. These results suggest that the pollen fertility
is not affected in the atclcc-1 mutant.
AtCLCc plays a role in stomatal function
Studies of AtCLCc promoter activity (Figure 1) and analysis
of the guard cell transcriptome (Leonhardt et al., 2004)
revealed that AtCLCc is highly expressed in guard cells. To
confirm these results, quantitative reverse transcription PCR
experiments were performed using RNAs prepared from
highly purified guard cells and mesophyll cells from Ara-
bidopsis plants treated or not with 100 lM ABA for 4 h. As
shown in Figure 3(a), the expression level of AtCLCc was
very high in guard cells compared to mesophyll cells. In
addition, ABA treatment led to a significant increase in
AtCLCc expression in guard cells. To further examine the
role of AtCLCc in stomatal function, stomatal apertures were
measured. After 2 h illumination, the stomatal apertures
were 25–30% higher in wild-type plants compared to atclcc
mutants (Figure 3b). Moreover, all clcc mutant plants were
less sensitive to ABA than wild-type plants even at 100 lM
ABA (Figure 3b), but the size of the guard cells and the sto-
matal density were similar between mutants and wild-type
plants (data not shown).
Further confirmation that AtCLCc is involved in stomatal
opening was obtained by measuring leaf temperature. Infra-
red thermography allows measurement of the leaf temper-
(a) (b) (c)
(d) (e) (f)
Figure 2. Subcellular localization of AtCLCc in
protoplasts and leaf epidermis of Arabidopsis.
(a) Confocal cross-section through an Arabidop-
sis protoplast from a cell suspension transiently
transformed with an N-terminal GFP transla-
tional fusion of AtCLCc.
(d) Confocal cross-section of Arabidopsis leaf
epidermis of transgenic lines expressing
35S::GFP-CLCc. (b,e) Merged images; (c,f) trans-
mission images. Scale bars = 10 lm.
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ature, which is representative of the transpiration flux and
consequently the stomatal aperture (Figure 3c). Leaves were
excised during the light period in the growth chamber under
well-watered conditions. The mean leaf temperatures for
clcc-1 (24.79°C  0.03) and clcc-2 (24.61°C  0.08) mutants
were approximately 0.5°C higher than in the Col-0 wild-type
(23.80°C  0.45). Similar differences were observed for
clcc-3 and clcc-4 compared to the WS wild-type (data not
shown). However, the leaf temperatures of the AtCLCc over-
expressing plants in the clcc-4 mutant background (clcc-4
35S:CLCc) were similar to those of the wild-type (WS). These
observations confirm that stomatal apertures of the clcc
mutant plants were smaller than those of their correspond-
ing wild-type plants. Then the stomatal closure kinetics of
excised leaves were estimated by measuring the leaf
temperature every 10 min for 1 h. In wild-type plants, an
increase in leaf temperature was observed during the first
30 min of the experiment due to closure of stomata to limit
dehydration of the leaf. This response was strongly
decreased in knockout plants. Together, these results show
that invalidation of AtClCc alters the stomatal responses to
light and ABA.
Because CLC genes encode channels or anion/H+
exchangers that are selective for chloride and/or nitrate,
the stomatal aperture was examined in the presence or
absence of chloride or nitrate in wild-type and clccmutants.
Light-induced stomatal opening was measured in the
presence of KNO3 or KCl. All clcc mutant alleles showed
significantly impaired stomatal opening in white light when
the leaf epidermis was incubated with 30 mM KCl (Fig-
ure 4). This deficiency was dependent on chloride, as no
significant difference in stomatal opening was observed
between the clcc-3 mutant and wild-type (WS) when Cl)
was replaced with NO3
), and the difference between clcc-1
and Col-0 was strongly reduced. Thus, AtCLCc contributes
substantially to the light-induced opening of stomata when






















































































Figure 3. AtCLCc expression, stomatal movements and leaf temperature of clcc mutants plants and wild-type.
(a) Expression of AtCLCc in wild-type plants (Col-0) was measured by quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction using specific primers for RNA
isolated from guard cells (GC) or mesophyll cells (MC) in response to a 4 h 100 lM ABA treatment. Asterisks indicate statistically significant differences between
treated and control conditions (P < 0.05, Student’s t test).
(b) ABA-induced stomatal closure. Leaf epidermis from wild-type or clccmutants was incubated in stomatal opening solution for 3 h in the light. Then 10 or 100 lM
ABA was added, and stomatal aperture was measured 2 h after treatment. Values are means  SEM of three independent repetitions (n = 8). Asterisks indicate a
lack of statistically significant differences between mutants for each condition (P < 0.05, Student’s t-test).
(c) Leaf temperature is affected in the AtCLCc KO mutants. Infra-red images of leaves from all clcc mutants (clcc-1, clcc-2, clcc-3 and clcc-4), the complemented
mutant (clcc-4 35S::CLCc) and control plants (Col and WS) were captured by an infra-red thermography device immediately after excision during daylight.
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Further confirmation that AtCLCc contributes to chloride
homeostasis in stomata was obtained by examining the Cl)
and K+ contents in intact guard cells using X-ray microanal-
yses. The Cl) and K+ contents were determined for intact
closed stomata in normal air after 16 h darkness (Table 1).
Chloride was much less abundant in the guard cells of the
clcc-3 and clcc-4 mutants compared to wild-type, but no
significant variation was observed for K+. In addition, the
nitrate contents were analysed and no significant change
was observed (data not shown). These results show that
AtCLCc plays a major role in Cl) homeostasis in guard cells
during stomatal movements.
AtCLCc is involved in NaCl tolerance
In yeast andmammals, CLC genes encode chloride channels
or Cl)/H+ exchangers. To determine whether AtCLCc is
involved in chloride homeostasis under salt stress, we
measured the expression of AtCLCc in plants grown in a
range of NaCl concentrations. Quantitative reverse
transcription PCR experiments were performed on RNA
extracted from leaves and roots of wild-type plants (Col-0
andWS) grown for 3 weeks in vitro on half-strengthMS only
or supplemented with 25 or 50 mM NaCl. AtCLCc expression
was significantly increased in the leaves of both wild-type
accessions (Figure 5a) in response to 25 and 50 mM NaCl in
WS and 50 mMNaCl in Col-0. Inductionwas also observed in
roots in response to 50 mM NaCl in the WS accession only.
To further characterize the involvement of AtCLCc in the
NaCl response, the clcc-3 and clcc-4 mutants and WS wild-
type were first grown on soil and watered for 5 weeks with
deionized water only or water supplemented with 200 mM
NaCl. Under these conditions, both mutants exhibited
strong hypersensitivity to NaCl compared to the wild-type
(Figure 5b). To analyse this phenotype in more detail,
in vitro experiments were performed. clcc-1 and clcc-4
showed shoot growth reduction of 20% compared to
wild-type (Col-0 and WS, respectively) when grown on
half-strength MS containing 50 mM NaCl (Figure 5c,d). At
the root level, clcc-4 showed a reduction of 40% in root fresh
weight in response to NaCl stress (Figure 5d). A similar
result was obtained for clcc-3 (data not shown). This
phenotype was abolished in a clcc-4mutant over-expressing
AtCLCc (clcc-4 35S:CLCc) (Figure 5c,d). Althrough the differ-
ences between the wild type accessions and the mutants
were small, they were reproducible in three independent
experiments in all the mutant lines (data not shown). In
parallel to the NaCl hypersensitivity, a slight decrease in
chloride content in roots ()10%) and an increase in nitrate
content (+12%) in comparison with wild-type were observed
in clcc-4 (Table 2) and clcc-3 (data not shown) in response to
50 mM NaCl. No difference was found in the shoot or for the
Col-0 mutants clcc-1 (Table 2) and clcc-2 (data not shown).
As modifications with respect to anion content may be
associated with modifications in cation content, measure-
ments of Na and K using the inductively coupled plasma-
atomic emission spectroscopy (ICP-AES) technique were
performed on the same samples, but no modifications were
observed in clccmutants either in roots or shoots of plants in
media containing 0, 25 or 50 mM NaCl (Table S2).
To test whether clcc mutant hypersensitivity to NaCl was
specifically due to sensitivity to chloride rather than sodium,
wild-type (Col-0 and WS) and mutant (clcc-1 and clcc-4)
plants were grown for 3 weeks on half-strength MS supple-
mented with 25 or 50 mM KCl. Similar results were obtained
in response to NaCl and KCl, with clcc-1 and clcc-4 showing
decreases in shoot fresh weight of 20 (clcc-1) and 40% (clcc-
4) in response to KCl (Figure 6a). In roots, a 30% decrease in
fresh weight was observed in clcc-1 (Figure 6a) and clcc-2
(data not shown) in response to 25 mM KCl. A decrease of


























Figure 4. Measurement of stomatal movements in clcc mutants in response
to chloride and nitrate.
The stomatal apertures of epidermal peels of wild-type (Col-0 and WS) or clcc
mutants (clcc-1 and clcc-3) were measured after 3 h incubation under light in
30 mM KCl or 30 mM KNO3. Values are means  SEM of three independent
repetitions (n = 5). Asterisks indicate statistically significant differences
between mutants and wild-type for each condition (P < 0.05, Student’s t-test).
Table 1Measurement of ion contents in guard cells of wild-type and
clcc mutants
Chloride Potassium
WS 0.4  0.03 3.58  0.24
clcc-3 0.07  0.02* 3.54  0.37
clcc-4 0.07  0.01* 4.40  0.59
Element contents (% dry weight) in guard cells of wild-type (WS) and
clccmutants (clcc-3 and clcc-4) were determined by microanalysis on
5-week-old leaves grown on soil. Data are means  SEM of 32
individual guard cells of two independent plants. Asterisks indicate
significant differences (P < 0.05) between the clcc mutant lines and
the wild-type (Student’s t-test).
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in the mutants clcc-4 (Figure 6a) and clcc-3 (data not shown)
in response to 50 mM KCl. To confirm that the clcc mutant
hypersensitivity to NaCl was not due to the osmotic
component of NaCl stress, experiments were performed
on medium containing mannitol as an osmotic control.
Mannitol is not efficiently metabolized by plants and causes
a constant osmotic stress (Arenas-Huertero et al., 2000).
Wild-type (Col-0 and WS) and mutant plants (clcc-1 and
clcc-4) were grown for 3 weeks on half-strength MS supple-
mented with 55 or 110 mM mannitol, generating osmolar-
ities of 100 and 155 mOsm, respectively. These osmolarities
due to mannitol are similar to those generated by NaCl or
KCl in half-strength MS medium at concentrations of 25 and
50 mM, i.e. 120 and 165 mOsm, respectively. No difference
was observed for either mutant when experiments were
performed on half-strength MS supplemented with manni-
tol (Figure 6b). This results that the growth decrease may be
due preferentially to chloride rather than osmotic stress
(Figure 6).
The expression of the other tonoplastic CLCs are regulated
by salt stress, light and ABA in guard cells but are not
affected in clcc mutants
AtCLCc belongs to a multigenic family with possible func-
tional redundancy between the seven members. We there-
fore determined whether other AtCLC genes are regulated at
the transcriptional level during stomatal movement in guard
cells or salt stress in roots and shoots using quantitative
reverse transcription-polymerase chain reaction. Analysis of
gene expression in stomata was performed in response to
light and ABA treatment of guard cells (Figure 7a). Exposure
of plants to light for 4 h resulted in dramatically decreased
expression of AtCLCa and AtCLCc in guard cells. In addition,
ABA treatment (10 lM ABA sprayed once at the start of the
4 h treatment) slightly increased the expression of AtCLCa.
Expression of the remaining genes, AtCLCb, AtCLCd,
AtCLCe, AtCLCf and AtCLCg, was almost undetectable,
suggesting that mainly AtCLCa and AtCLCc are expressed in
guard cells. To analyse the salt-stress response, the plants
were grown in vitro as previously described (Figure 5c,d).
AtNHX2was used as a positive control for NaCl treatment as
it is a tonoplast protein that is induced in shoots by NaCl
(Yokoi et al., 2002). For the CLC family, salt treatment
resulted in an increase in expression of AtCLCc, AtCLCd and
AtCLCg in shoots (Figure 7b) and of AtCLCb and AtCLCc in
roots (Figure 7c). Together, these results suggest possible
redundancy between the AtCLCs, but the clcc mutations did
not have any effect on the expression in shoots and roots of
the other AtCLCs (encoded by AtCLCa, AtCLCb and AtCLCg,
Figure S2) that have been previously shown to be localized
at the tonoplast (Lv et al., 2009).
DISCUSSION
Anion channel activities and regulation mechanisms have
been well characterized using electrophysiological
approaches, but identification of the corresponding genes is
still in its infancy. Members of the CLC family are the best
candidates for encoding plant anion channels. Character-
ization of mutant plants has provided insight into the func-
tion of some CLC proteins in nitrate accumulation and anion
homeostasis. In the present study, we characterize new
functions of a member of the CLC family, AtCLCc. Using
promoter::GUS fusions and reverse transcription quantita-
tive PCR, we found that AtCLCc is strongly expressed in
guard cells and pollen and weakly in roots (Figure 1). This
finding is supported by a previous study on the guard cell
transcriptome (Leonhardt et al., 2004) and expression pat-
tern analyses of all AtCLCs (Lv et al., 2009). In agreement
with two tonoplastic proteome analyses (Jaquinod et al.,
2007; Whiteman et al., 2008), we have demonstrated, using
GFP tagging, that AtCLCc is located to the tonoplast
(Figure 2).
A QTL analysis for shoot nitrate accumulation previously
suggested that AtCLCc is involved in nitrate storage (Harada
et al., 2004). Although Harada et al. found impaired nitrate
accumulation in a clcc mutant, we found no difference in
global nitrate content between mutant and wild-type plants
under limiting (2 mM) or non-limiting (10 mM) nitrate con-
ditions (data not shown). Moreover, no phenotype was
observed in vitro on media containing 0.1, 1, 7, 10 or 20 mM
Table 2 Anion content in roots in response to NaCl in wild-type and clcc mutant plants
Chloride Nitrate
0 mM 25 mM 50 mM 0 mM 25 mM 50 mM
Col-0 17.0  0.9 53.6  2.0 87.8  1.3 76.5  2.3 80.0  2.4 78.5  2.3
clcc-1 15.4  0.9 53.4  1.3 82.9  3.8 75.8  1.1 82.7  1.7 81.2  2.8
WS 19.9  1.5 56.5  1.7 96.3  3.9 74.7  1.6 67.4  1.3 62.4  2.8
clcc-4 23.0  1.7 63.2  6.0 86.7  0.9* 78.2  1.9 74.9  1.3 69.7  1.7*
Anion contents in roots of clcc mutants (clcc-1 and clcc-3) and their corresponding wild-type (Col-0 and WS) (lmol g)1 FW) were measured on
plants grown in vitro for 3 weeks on half-strength MS only or supplemented with 25 or 50 mM of NaCl, as indicated. Values are means  SE for six
individual samples (1–3 plantlets per sample) in two independent experiments. Asterisks indicate statistically significant differences (P < 0.05)
between the clcc mutant lines and the wild-type (Student’s t-test).
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Figure 5. Involvement of AtCLCc in NaCl tolerance.
(a) Induction of AtCLCc expression in leaves and roots of wild-type plants (Col-0 andWS) grown in vitro for 3 weeks on half-strength MS only or supplemented with
25 or 50 mM NaCl. Asterisks indicate statistically significant differences between treated and control conditions (P < 0.05) (Student’s t-test).
(b) Phenotypes of wild-type (WS) and clccmutant (clcc-3 and clcc-4) plants grown in soil and watered with deionized water only or water containing 200 mM NaCl.
Plants are shown at 7 weeks after germination (5 weeks after the start of salinity treatment).
(c) Phenotypes of wild-type (Col-0 andWS), clcc knockoutmutants (clcc-1 and clcc-4) and complemented plants (clcc-4 35S::CLCc) grown for 3 weeks in vitro on half-
strength MS only or supplemented with 25 or 50 mM NaCl.
(d) Shoot and root fresh weights for the plants shown in (c). Values are means  SEM of three independent repetitions (n = 12). Asterisks indicate statistically
significant differences (P < 0.05) between mutants and wild-type (Student’s t-test).
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KNO3 (data not shown). Harada et al. (2004) used different
culture conditions and a different accession (No-O) than
used in this study (Col-0 and WS). We found differences
between WS and Col-0 in terms of nitrate and chloride
content in response to NaCl treatment (Table 2). Thus, the
discrepancy between our study and the study by Harada
et al. (2004) could be linked to the use of different
accessions. In this study, identification of four T-DNA
insertional mutants of AtCLCc in two ecotypes (Col-0 and
WS) allowed us to assess the contribution of AtCLCc to ion
homeostasis in wild-type plants. Interestingly, the two
phenotypes of clccmutant plants that we identified, reduced
stomatal movement and salt sensitivity, are directly related
to the movement of chloride across the tonoplast
membrane.
The first phenotypic trait identified in clcc mutants was
de-regulation of stomatal movement associated with a
strong diminution in chloride content in guard cells. The
aperture of stomatal pores in leaf epidermis is regulated by
turgor and volume changes in guard cells. The large central
vacuole plays an important role in guard-cell turgor regula-
tion, as 90% of K+ and anions accumulated and released by
guard cells during stomatal movements are shuttled into
and out of the guard cell vacuoles (Humble and Raschke,
1971; MacRobbie, 1981, 1983, 1990). Several studies have
shown that Cl) uptake into guard cells is crucial to balance K+
uptake during stomatal opening (Penny and Bowling, 1974;
Penny et al., 1976; Schnabl and Raschke, 1980; Bowling,
1987; Lasce`ve et al., 1987). Interestingly, both light-induced
stomatal opening and ABA-induced stomatal closure were
significantly impaired in all clcc mutants in the presence of
KCl (Figure 3). This deficiency was dependent on chloride,
as no significant impairments of these responses were
observed when Cl) was replaced with NO3
) (Figure 4). In
addition, chloride was found to be dramatically less abun-
dant in the guard cells ofmutant lines compared to wild-type
(Table 1). Thus, AtCLCc is able to transport Cl) into the
vacuole and regulate stomatal movements. This hypothesis
suggests that stomatal opening in clccmutants is be directly
impaired due to lack of transport of Cl) by AtCLCc, whereas
closure is indirectly affected due to the large decrease in Cl)
content in the vacuole, meaning that Cl) cannot flow from
the vacuole to promote vacuole depolarization.
The second trait of clcc mutants is reduced tolerance to
NaCl or KCl. Growth reduction was observed in clccmutants
grown on soil watered with 200 mM NaCl or in vitro on half-
strength MS containing 50 mM NaCl. Transformation of
mutant plants with 35S:CLCc transgene restored wild-type
growth, confirming that AtCLCc is involved in salt tolerance.
Other members of the CLC family have already been shown
to be involved in NaCl response. In rice, OsCLC-1, which is

































































































Figure 6. Effect of KCl and mannitol treatments
on wild-type and clcc plants.
Shoot and root fresh weights were measured for
clcc-1 and clcc-4 mutants and their correspond-
ing wild-type, Col-0 and WS, respectively, grown
in vitro for 3 weeks on half-strength MS supplied
or not with (a) 25 or 50 mM KCl, or (b) 55 or
110 mM mannitol. Values are means  SEM of
three independent repetitions (n = 12). Asterisks
indicate statistically significant differences
(P < 0.05) between mutants and wild-type
(Student’s t-test).
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treatment (Nakamura et al., 2006). In soybean, GmCLC-1,
which is also located at the tonoplast and induced by NaCl
treatment, allows better tolerance to NaCl by accumulating
chloride in the vacuole in BY2 cells (Li et al., 2006). In
Physcomitrella patens, a member of the CLC family has been
identified by proteomic analyses in response to NaCl
treatment (Wang et al., 2008). However, none of these
studies have shown a direct link between CLC and salinity
tolerance.
The reduction in shoot growth in response to salinity
occurs in two phases: a rapid response to the increase of
external osmotic pressure, and a slower response due to
accumulation of toxic ions (Munns and Tester, 2008). Under
our conditions, no difference was detected in clccmutants in
response to mannitol, which generates osmotic stress.
However, AtCLCc appears to participate to the second phase
of salinity response, the ionic phase. Moreover, long expo-
sure to NaCl treatment (3 weeks in vitro) is necessary to
observe shoot growth reduction in clcc mutants (Figure 5).
This is consistent with the fact that AtCLCc is required for the
response to salt stress during the ionic phase. We show here
that, in A. thaliana, the hypersensitivity of clcc mutants to
NaCl stress is specific to chloride rather than sodium, as the
mutants show a similar phenotype in the presence of KCl
(Figure 6). No modification of sodium content was detected
in the shoot or the root in response to NaCl treatment, but
less chloride was found in roots, and this was associated
with a slight increase in nitrate content (Tables 2 and S2).
Interestingly, only clcc mutants in the WS accession were
less tolerant than the wild type to NaCl stress at the root
level, consistent with the expression of AtCLCc in roots in
response to NaCl (Figure 5A) and with the reduction in Cl)
root content (Table 1), which was only observed in WS
accession. These data suggest that, in clcc mutant roots,
chloride cannot be sequestered in the vacuole, at least for
WS accession mutants. The two clcc phenotypes, NaCl
sensitivity and altered control of stomatal aperture, may be
linked, as salinity affects stomatal conductance. The rapidity
of this response excludes the involvement of transport
of ABA from the roots to the shoots, and anothermechanism
may be involved (Fricke et al., 2004; Munns and Tester,
2008). AtCLCc could be involved in this cooperation
between roots and stomata by taking part in chloride
homeostasis.
Many CLC proteins have been previously described and
characterized as Cl) channels. The high-resolution crystal
structure of the bacterial protein CLC-ec1 reveals that two
highly conserved glutamate residues, Glu148 and Glu203,
are crucial for ion transport, and that the serine in the
signature sequence GSGIPE is essential for gating and
selectivity (Dutzler et al., 2002, 2003). Interestingly, Glu203 is
conserved in both channels and transporters, while Glu148
is strictly conserved only among transporters. Sequence
analysis of AtCLCc revealed the presence of two glutamate
residues in positions 173 and 212, suggesting that AtCLCc
might function as an anion/proton antiporter like AtCLCa
does.
The recent discovery that AtCLCa is a NO3
)-selective H+-
coupled exchanger, in which a proline replaces the serine in
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CLCa CLCb CLCd CLCe CLCf CLCg NHX2 CLCa CLCb CLCd CLCe CLCf CLCg NHX2CLCc
*
Shoots Roots NaCl
Figure 7. Expression ofAtCLC genes in response
to ABA and NaCl treatments in wild-type plants.
Quantitative reverse transcription-polymerase
chain reaction analysis of AtCLC genes was
performed using specific primers for each gene
and RNA isolated from guard cells from plants
sprayed or not with 100 lM ABA (a) or RNA
isolated from shoots (b) and roots (c) of wild-type
plants (WS) grown in vitro for 3 weeks on half-
strength MS only or supplemented with 25 or
50 mM NaCl. Asterisks indicate statistically
significant differences between treated and
control conditions (P < 0.05) (Student’s t-test).
572 Mathieu Jossier et al.
ª 2010 CNRS
The Plant Journal ª 2010 Blackwell Publishing Ltd, The Plant Journal, (2010), 64, 563–576
determining selectivity (Bergsdorf et al., 2009; Picollo et al.,
2009; Zifarelli and Pusch, 2009b; Wege et al., 2010). Since
AtCLCc has a serine in its signature sequence, AtCLCc is
expected to be highly selective for Cl). To further character-
ize the transport properties of AtCLCc, we used an electro-
physiological approach to investigate anion currents across
the tonoplast of Arabidopsis guard cells. Unfortunately, due
to their very small size, we were not able to successfully use
the patch–clamp technique on isolated guard cell vacuoles.
However, the two phenotypes previously described for clcc
mutant plants, including the hypersensitivity of the mutant
plants to NaCl or KCl salts and de-regulation of stomatal
movement, both associated with a decrease in chloride
content, point in this direction.
Together, the data presented here provide genetic and
physiological evidence for a role of a new CLC member in
Cl) homeostasis in plants. In contrast with AtCLCa, which is
involved in NO3
) homeostasis, our data support a role for
AtCLCc in vacuolar Cl) accumulation. The lack of AtCLCc
activity in clcc mutants dramatically reduces Cl) content in
guard cells and affects stomatal movement, but also mod-
ifies sensitivity to salt stress. However, expression analyses
of the AtCLC family suggest that other CLCs in addition to
AtCLCc may be involved in these processes. AtCLCa, whose
product is involved in NO3
) homeostasis, is also strongly
expressed in guard cells and regulated by ABA, suggesting
involvement of AtCLCa in stomatal movement. AtCLCd and
AtCLCg (in shoots) and AtCLCb (in roots) are up-regulated in
response to NaCl (Figure 7). Expression of the tonoplastic
AtCLCs does not seem to be affected in the clcc mutants
(Figure S2), but we cannot exclude an effect at the protein
level. As tissue localization and exact selectivity are not
known for all CLC members, further experiments are neces-
sary to clarify their contribution to stomatal movements and
salt tolerance.
Finally, our data support a role for AtCLCc in vacuolar
Cl) accumulation, and highlight the active involvement of
anion channels/transporters in osmoregulation and stoma-
tal movement. The results of this study suggest that other
AtCLC members might also participate in the same physi-
ological processes, and future work is required to obtain
further insight into their interactions.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Plant materials and growth conditions
Wild-type and clcc mutant plants of A. thaliana were grown on
soil in a plant growth chamber with an 8 h light period
(250 lmol m)2 sec)1) at 23°C and a 16 h dark period at 19°C, and
relative humidity of 75%. For stomatal measurements, plants were
watered daily with nutrient solution as previously described (Verret
et al., 2004). For NaCl treatment, plants were grown under the same
chamber conditions but with a 16 h light period and a 8 h dark
period. They were watered with deionized water for 2 weeks, and
then with 0, 150 or 200 mM NaCl for 5 weeks. For in vitro culture,
seeds were germinated on diluted Murashige and Skoog medium
(half-strength MS) containing 1% w/v sucrose (except the experi-
ment withmannitol), supplemented or not with 25 or 50 mMNaCl or
KCl, or with 55 or 110 mM mannitol, at 21°C under a 16 h light/8 h
dark regime for 21 days. The osmolarity of the various media was
checked using a freezing point osmometer (automatic type 15
osmometer, Lo¨serMesstechnik, http://www.loeser-osmometer.de/).
The T-DNA insertion lines in the Columbia ecotype, clcc-1 and
clcc-2, were obtained from Syngenta (Torrey Mesa Research
Institute, San Diego, CA, USA) (Garlic Lines 523D08 and 539G05),
and the lines in the Wassilewskija ecotype, clcc-3 and clcc-4, were
obtained from the Versailles collection (lines 5DWK25 and DYB166,
respectively). The resistance to kanamycin of progeny obtained
from self-pollinated heterozygous plants with both alleles segre-
gated approximately 3:1, indicating a single insertion in the
mutants.
Gene constructs for protoplast and plant transformations
For complementation of clcc mutant lines and protoplast transfor-
mation, CLCc cDNA was amplified by PCR from a leaf cDNA library
using the oligonucleotides GWCLCc-F and GWCLCc-R (Table S1). A
BP Gateway recombination was performed with the pDONR207
vector as described by the manufacturer (Invitrogen, http://
www.invitrogen.com). CLCc cDNA was then transferred by a LR
reaction into the destination vector pMDC43 to generate an N-ter-
minal GFP fusion (Curtis and Grossniklaus, 2003) and pH2GW7 for
protoplast transformation and complementation of clcc lines
(Karimi et al., 2002). For the promoter–reporter fusion, a 1.4 kb
fragment of the AtCLCc promoter was isolated from genomic DNA
using PRCLCc-F and PRCLCc-R (Table S1). This sequence was
inserted into pBI101 vector to allow cloning and testing of promoter
activities on the basis of b-glucuronidase expression.
To identify the subcellular localization of AtCLCc expression, the
GFP–AtCLCc construct was introduced into Arabidopsis cell sus-
pension protoplasts by PEG-mediated transformation (Thomine
et al., 2003).
For stable expression, the various vectors were introduced into
clcc plants by Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation
(Clough and Bent, 1998). Transgenic plants were selected on half-
strength MS medium containing hygromycin (20 lg L)1). Seeds
were obtained by self-fertilization, and homozygous lines from the
T3 generation were used.
Microscopy
Confocal microscopy was performed using an inverted Leica TCS-
SP2 confocal laser scanning microscope (Leica Microsystems,
http://www.leica.com/), with excitation at 488 nm, and the fluores-
cence emission signal of GFP was recovered between 500 and
525 nm.
Stomatal aperture measurements
Stomatal aperture measurements were performed as described by
Merlot et al. (2007) on epidermis from leaves of 3–4-week-old-plants
grown as described above in 30 mM KCl or KNO3, 10 mM MES/Tris,
pH 6.0. After 30 min in darkness, stomatal apertures were mea-
sured. In light-induced stomatal opening experiments, epidermal
peels were incubated for 3 h under light (300 lmol m)2 sec)1) at
22°C, and then stomatal apertures were measured. For ABA-
induced stomatal closure experiments, isolated epidermal cells
were incubated in stomatal opening solution for 3 h under light.
Then ABA was added at a concentration of 10 or 100 lM, and sto-
matal aperture was measured 2 h after treatment. Values are the
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means for at least 60 apertures from at least three experiments.
Error bars represent standard errors of the mean (SEM), with a
confidence interval of 95%.
Reverse transcription quantitative-polymerase chain
reaction experiments
Total RNA was extracted from roots, flowers, leaves, germi-
nated seeds and pollen using TRIzolÒ reagent according to the
manufacturer’s instructions (Invitrogen). In addition, total RNA from
guard cells and mesophyll cells was extracted from protoplasts as
described previously by Leonhardt et al. (2004). Reverse transcrip-
tion was performed on 2 lg of total RNA using a first-strand
cDNA synthesis kit (Amersham-Pharmacia Biotech, http://www5.
amershambiosciences.com/). PCR reactions were performed using
SYBR Green mix (Takara, http://www.takara-bio.com/) in a 96-well
plate using an ABI PRISM 7900HT sequence detection system (Ap-
plied Biosystems, http://www.appliedbiosystems.com/) or a Light
Cycler 480 II (Roche, http://www.roche.com), as previously de-
scribed (Herbette et al., 2006). Specific primers were designed using
the LightCycler probe design software (Roche) for Actin2 and AtCLC
genes (Table S1). The thermal profile used was 2 min at 50°C and
10 min at 95°C, followed by 45 cycles of 30 sec at 95°C, 30 sec at
60°C and 30 sec at 72°C. The presence of a single amplicon in each
PCR reaction was confirmed by reference to melting curves. Stan-
dard curves were derived from reactions with Actin2-specific
primers and a series of five dilutions of the cDNA template. The
relative amount of transcripts for each RNA sample was determined
by normalizing against the standard curve, and was calculated as
the arithmetic mean of three independent repeated reactions. Data
are representative of two or three independent biological experi-
ments. The Genome Initiative numbers for the AtCLC genes are
At5g40890 (AtCLCa), At3g27170 (AtCLCb), At5g49890 (AtCLCc),
At5g26240 (AtCLCd), At4g35440 (AtCLCe), At1g55620 (AtCLCf) and
At5g33280 (AtCLCg).
Histochemical GUS activity
For GUS staining, plant tissues were infiltrated in 50 mM NaPO4
buffer, pH 7.0, containing 0.01% w/v Triton X-100, 1 mM K3Fe(CN)6,
1 mM K4Fe(CN)6 and 1 mg ml
)1 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-
glucuronide (X-Gluc), and incubated overnight at 37°C. Pigments
were removed by incubation with five increasing concentrations of
ethanol for 1 h each. The samples were then rinsed with the above
phosphate buffer and examined using a light microscope or a bin-
ocular microscope equipped with a digital camera.
Infra-red thermography
Plants were cultivated on soil in a plant growth chamber as
described above for up to 3–4 weeks. Leaves were cut after 4 h of
the light period and exposed for 1 h to a Thermacam PM250 infra-
red camera (Inframetrics, http://www.americaninfrared.com) as
described by Belin et al. (2006). Using the FLIR PM250 software on a
PC computer, an area of standard size was drawn on the leaves, and
the mean temperature of the pixels within this area was recorded.
The results for the leaf temperature recorded by the camera are the
mean temperatures in this defined area.
Ion content measurements and X-ray microanalysis
Inorganic anion and cation contents were analysed on 3-week-old
plants grown in vitro as described above. Inorganic anions were
extracted from 50 mg fresh weight of tissue using nine volumes of
water and three series of freezing and thawing at )20°C. The nitrate
and chloride contents of shoots and roots were then analysed
by HPLC on a DX-120 analyser (Dionex, http://www.dionex.com/).
Elution buffer (1 mMNaHCO3, 3.5mMNa2CO3) was applied at a flow
rate of 1.25 ml min)1 on a Dionex IonPacÒ AS14 anion-exchange
column (4 · 250 mm). For sodium and potassium contents, roots
and shoots were dried for 48 h at 50°C and mineralized. The cation
content of plants was determined using ICP-AES (VistaMPX, Varian,
http/:www.varianinc.com).
To measure chloride and potassium contents in guard cells,
whole leaves were sampled on 5-week-old plants. Thematerial to be
analysed was prepared as described by Le Thiec et al. (1994). The
X-ray microanalytical studies were performed under standardized
conditions using a Leo 1450 VP electron microscope (Zeiss, http://
www.zeiss.com/) fitted with Oxford INCA ATW (for EDX, http://
www.x-raymicroanalysis.com) spectrometer systems (SDD spec-
trometer). To ensure that the beam of primary electrons did not
penetrate other cells, one layer of cell on a stub of aluminium was
analysed. The absence of an aluminium signal in the spectra
confirmed that the beam electrons did not penetrate the layer.
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Figure S1: Characterization of clcc mutants. 
(A) and (C) Genomic organization of clcc T-DNA mutant lines in Columbia (A) or 
Wassilewskija (C) accessions. Open boxes represent exons, when solid lines 
represent introns. (B) and (D) Detection of AtCLCc transcripts in the clcc mutants 
(whole plants) by RT-PCR. Total RNA was extracted from the clcc mutants and their 
corresponding wild-type, clcc-1, clcc-2 and Col (B) or clcc-3, clcc-4 and WS (D). RT-







Figure S2: Expression of tonoplastic AtCLC genes in wild-type and clcc mutant 
plants. 
Quantitative real time RT-PCR (qPCR) analysis of tonoplastic AtCLC genes was 
performed using specific primers of each gene on RNA isolated from shoots and 
roots of wild-type and mutant plant of Col-0 (A) and WS (B) accessions grown in vitro 








Table S1: List of primers used in this study. 
  









CLCa-F TCACACATCGAGAGTTTAGATT   
CLCa-R AATGTAGTAGCCGACGGCGAGAA  
CLCb-F GTTTCCATGGGATGAATTGG  
CLCb-R GGCTTGAATCTTGGGAACAA  
CLCc-F GACGATGGATCTGTCGGATT  
CLCc-R AAGCGCCCATTTGAGAAAC  
CLCd-F CGGAGGTGTCAATAGTCTCG  
CLCd-R AATTTCCATCCAGCGAA  
CLCe-F GACGCTTGGGACTGGAAAT  
CLCe-R CAACTGCAAAGAAGCATCCA  
CLCf-F CGTTGATGATCGAAATGAC  
CLCf-R CTCTGTAGACGAAGCCATGC  
CLCg-F TGCCAACGTCTGTCCAAT  















NHX2q-F AAAGCGACCACCAGTACCAC  
NHX2q-R CAAACACAGGACGCATGAAG  
Actin2-F GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG 
Actin2-R AACGACCTTAATCTTCATGCT 











0 25 50  0 25 50 
        
Col-0 0.11 ± 0.03 1.87 ± 0.05 2.72 ± 0.08  1.46 ± 0.22 1.08 ± 0.06 0.78 ± 0.01 
clcc-1 0.11 ± 0.01 2.07 ± 0.15 2.93 ± 0.13  1.40 ± 0.03 0.95 ± 0.02 0.76 ± 0.05 
clcc-2 0.12 ± 0.01 2.01 ± 0.07 2.88 ± 0.09  1.39 ± 0.02 1.01 ± 0.04 0.76 ± 0.01 
        
WS 0.11 ± 0.01 2.01 ± 0.07 3.08 ± 0.04  1.47 ± 0.09 1.12 ± 0.02 0.83 ± 0.01 
clcc-3 0.12 ± 0.01 2.11 ± 0.05 3.24 ± 0.16  1.46 ± 0.04 1.08 ± 0.03 0.82 ± 0.02 
clcc-4 0.12 ± 0.01 2.10 ± 0.17 3.26 ± 0.15  1.49 ± 0.05 1.11 ± 0.03 0.83 ± 0.01 
                









0 25 50  0 25 50 
        
Col-0 0.04 ± 0.01 0.72 ± 0.05 0.86 ± 0.04  0.99 ± 0.06 1.26 ± 0.10 1.23 ± 0.03 
clcc-1 0.04 ± 0.01 0.65 ± 0.03 0.86 ± 0.04  0.96 ± 0.03 1.06 ± 0.02 1.19 ± 0.08 
clcc-2 0.03 ± 0.01 0.67 ± 0.02 0.67 ± 0.22  0.99 ± 0.03 1.07 ± 0.01 1.24 ± 0.05 
        
WS 0.07 ± 0.02 0.68 ± 0.03 0.76 ± 0.05  1.18 ± 0.05 1.13 ± 0.02 1.36 ± 0.06 
clcc-3 0.05 ± 0.01 0.64 ± 0.02 0.76 ± 0.04  1.14 ± 0.04 1.14 ± 0.01 1.34 ± 0.09 
clcc-4 0.05 ± 0.01 0.58 ± 0.04 0.52 ± 0.17  1.12 ± 0.05 1.10 ± 0.03 1.27 ± 0.05 
                




Table S2: Sodium and potassium contents in shoots and roots in response to 
NaCl in wild-type and clcc mutant plants. 
Sodium and potassium contents in shoots (A) and roots (B) of clcc mutants (clcc-1, 
clcc-2, clcc-3 and clcc-4) and their corresponding wild-type (Col-0 and WS) (mmol.g-1 
DW), were measured on plants grown in vitro for 3 weeks on ½MS only or 
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I.4. Données complémentaires 
I.4.1. Influence de l'anion sur la réponse stomatique 
Nous avons montré l'importance d'AtCLC-c dans la régulation de l'ouverture 
stomatique, notamment en présence d'ions chlorure dans le milieu. Ces expériences 
ont été approfondies notamment en étudiant l'importance des ions nitrates dans ces 
processus. 
I.4.1.1. Ouverture stomatique en présence de KCl ou de KNO3 
Comme nous l’avons décrit dans l'article, l'invalidation d'AtCLC-c entraîne une 
forte réduction de l'ouverture stomatique en réponse à la lumière en présence d'ions 
Cl-. En revanche, cette réponse est fortement diminuée en présence d’ions nitrate. 
Pour compléter ces résultats, une étude cinétique de l'ouverture stomatique en 
réponse à la lumière a été réalisée sur l'ensemble des lignées disponibles en 
présence de l’un ou l’autre de ces deux anions. Comme nous l’avions observé 
précédemment (Cf. Article - Figure 4), les stomates des plantes sauvages s’ouvrent 
de façon similaire en présence d'ions chlorures et d'ions nitrates. Toutefois, les 
ouvertures des mutants atclcc sont fortement réduites en présence des ions Cl-, ce 
qui n’est pas le cas en présence d’ions NO3-. Il est intéressant de noter que la 
différence observée en présence d’ions Cl- est plus visible dans l'écotype Col-0 où la 
diminution de l'ouverture stomatique après 3 h de lumière chez clcc-1 est d’environ 
40 % en comparaison à l’écotype Ws où cette diminution est d’environ 19 % et 11 % 
chez clcc-3 et clcc-4, respectivement (Cf. Figure 16). Ces résultats montrent que 
l'invalidation d'AtCLC-c limite l'ouverture stomatique en diminuant l'ouverture 
maximale pouvant être atteinte par les stomates des plantes invalidées. Des 
analyses antérieures réalisées au laboratoire montraient que l'incubation d'épidermes 
de la lignée clcc-1 en présence de 5 µM de fusicoccine, une toxine fongique activant 
les pompes à protons, ne permet pas d'ouvrir autant les stomates que chez des 
plantes sauvages démontrant que l'invalidation d'AtCLC-c conduisait à une 
diminution du niveau d'ouverture maximale des stomates. Compte tenu du fait que 
ces mutants accumulent beaucoup moins d'ions chlorures dans leurs cellules de 
garde, il apparaît qu’AtCLC-c participerait à l’influx des ions chlorures dans la 
vacuole lors l’ouverture stomatique.  





Figure 16: Cinétique d'ouverture des mutants clcc en présence d'ions 
chlorures ou d'ions nitrate 
Le degré d'ouverture stomatique a été déterminé à l'obscurité puis au bout de 15, 30, 
60, 120 et 180 min en présence de lumière en présence de 30 mM KCl (A et C) ou 
30 mM KNO3 (B et D), dans l'écotype Col-0 (A et B) ou Ws (C et D). Les moyennes 
et les erreurs standards ont été déterminées à partir de 3 réplicats indépendants au 
cours desquels 100 stomates ont été mesurés pour chaque condition. 
 
I.4.1.2. Fermeture stomatique en présence de KCl ou de KNO3 
Les résultats que nous avons décrits dans l’article montrent que l'invalidation 
d'AtCLC-c conduit à une diminution de la sensibilité à l’ABA au niveau de la réponse 
stomatique et que l'expression d'AtCLC-c est stimulée aussi bien en présence d’ABA 
qu’à l'obscurité, deux stimuli favorisant la fermeture stomatique (Cf. Article - Figures 
3b et 7a). Ces résultats suggèrent qu'AtCLC-c serait aussi impliqué dans les 
mécanismes de fermeture stomatique. Afin de confirmer cette hypothèse, j’ai réalisé 












































































































R E S U L T A T S  
101 
  
préalablement ouverts en présence de 3 h de lumière, puis les épidermes ont été 
placés à l'obscurité et la cinétique de fermeture a été déterminée en présence d'ions 
nitrates ou chlorures. Comme le montre la figure 17, les cinétiques de fermeture 
stomatique du mutant clcc-1 sont identiques à celles du sauvage Col-0, quelque soit 
l’anion utilisé. Ces observations suggèrent qu'AtCLC-c ne participerait pas 
directement à la fermeture stomatique en réponse à l'obscurité. Il est cependant 
intéressant de noter que lors des 15 premières minutes, les stomates des plantes 
sauvages ont initié leur fermeture ce qui ne semble pas être le cas du mutant en 
présence d’ions Cl-. Ces données suggèrent qu’AtCLC-c serait impliqué dans les 
étapes très précoces des mécanismes de fermeture comme dans le cas de l’ABA 
pour initier la dépolarisation de la vacuole. Toutefois, l’absence de différence 
observée après 2 h d’obscurité confirment nos résultats précédents concernant les 
mesures réalisées en fin de nuit montrant un degré d'ouverture identique (Cf. Article - 




Figure 17:  Cinétique de fermeture stomatique à en présence d’ions Cl- ou NO3- 
Le degré d'ouverture stomatique a été déterminé sur des épidermes préalablement 
incubés à la lumière en présence de 30 mM KCl (A) ou 30 mM KNO3 (B). Les 
épidermes sont ensuite placés à l'obscurité puis l'ouverture stomatique est mesurée 
au bout de 15, 30, 60 et 120 min. Les moyennes et les erreurs standards ont été 
déterminées à partir de 2 réplicats indépendants au cours desquels 100 stomates ont 
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I.4.1.3. Réponse à une carence en nitrate 
Nous avons démontré qu’en présence d’ions chlorures, le processus 
d'ouverture stomatique est fortement affecté chez les lignées invalidées pour 
AtCLC-c et que le contenu en ions chlorures est fortement diminué chez ces mutants 
en comparaison aux lignées sauvages. Nos résultats montrent qu'en présence d'ions 
nitrates, l'ouverture stomatique est peu ou pas perturbée chez nos mutants, selon 
l'écotype. L'ensemble de ces observations suggère donc que le transporteur AtCLC-c 
serait impliqué dans le transport des ions chlorures. En revanche, des études 
réalisées préalablement ont démontré qu'AtCLC-c appartient à un QTL nitrate et que 
le niveau d’expression d’AtCLC-c est stimulé lors d’une carence en nitrate, ce qui 
suggère un rôle d’AtCLC-c dans l’homéostasie du nitrate (Harada et al., 2004). C'est 
la raison pour laquelle j’ai analysé l'importance de la teneur en ions nitrate de la 
plante sur la régulation des mouvements stomatiques.  
Pour ce faire, j’ai mesuré le degré d’ouverture stomatique en milieu de 
journée, après 4h de lumière sur des plantes sauvages et invalidées âgées de 4 
semaines cultivées sur sable et arrosées à partir de la 2e semaine avec une solution 
nutritive totalement dépourvue en ions chlorures contenant du nitrate ou carencé 
pour cet anion par une substitution avec des ions sulfates. Dans ces conditions, le 
nitrate peut servir de contre-ion au potassium lors des mouvements stomatiques. 
Mes résultats montrent que le degré d'ouverture stomatique des plantes sauvages 
Col-0 et Ws carencées en nitrate est fortement diminué. Ces résultats montrent que 
la teneur en nitrate de la plante affecte directement la régulation des mouvements 
stomatiques. Des résultats similaires ont été préalablement observés (Radin & 
Ackerson, 1981; Broadley et al., 2001; Guo et al., 2003). En revanche, l'ouverture 
stomatique des plantes invalidées clcc-1 et clcc-3, bien que plus faible que les 
plantes sauvages en conditions normales, n’est pas affecté par la carence en nitrate 
(Cf. Figure 18). Ces résultats montrent que chez les mutants clcc, le contenu en ions 
nitrate ne modifie pas l’ouverture stomatique en réponse à la lumière ce qui suggère 
qu’AtCLC-c serait effectivement impliqué dans le transport de nitrate. 




Figure 18: Effets de la carence en nitrae sur la régulation de l’ouverture 
stomatique 
L'ouverture stomatique a été déterminée sur des feuilles intactes prélevées dans le 
phytotron en milieu de journée après 4 h de lumière sur des plantes cultivées sur 
sable en présence ou non d'ions nitrates. Les moyennes et les erreurs standards ont 
été déterminées à partir de 2 réplicats indépendants pour l'écotype Ws et 3 réplicats 
indépendants pour l'écotype Col au cours desquels 100 stomates ont été mesurés 
pour chaque condition. L'astérisque signifie une différence significative entre les deux 
conditions lors du test t de Student (P<0,001). 
 
I.4.2. Dosage du contenu ionique des cellules de garde 
Harada et al. (2004) ont montré qu’AtCLC-c intervient dans l’homéostasie de 
plusieurs anions et que l’invalidation de ce transporteur dans l’écotype Nossen 
engendre une diminution des teneurs en anions notamment des ions nitrates et 
chlorures. Pour vérifier ces observations chez nos mutants, des analyses avaient été 
réalisées sur des feuilles entières avant mon arrivée au laboratoire. Néanmoins, 
aucune différence significative n’avait été observée. Compte tenu de la spécificité 
d’expression de ce transporteur, nous avons décidé de nous focaliser sur le contenu 
ionique des cellules de garde. Dans un premier temps, nous avons utilisé des 
échantillons d'épidermes congelés qui ne permettaient pas une extraction complète 
du contenu des cellules de garde et donc ne nous permettaient pas d’obtenir des 
résultats reproductibles. De ce fait, nous avons mis en place une nouvelle technique 
de préparation des échantillons par lyophilisation. Les échantillons ont été préparés 
par broyage dans de l'eau afin d'éliminer par choc mécanique et osmotique toutes les 
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invalidées ont été prélevées en fin de nuit afin que les stomates soient dans un état 
de fermeture identique, nous permettant de nous affranchir de la différence 
d'ouverture stomatique observée à la lumière. Les dosages ont été réalisés en 
parallèle dans notre laboratoire et au laboratoire de Gif-sur-Yvette. Aucune différence 
significative des contenus en nitrate des cellules de garde entre les plantes sauvages 
ou mutantes n'a été détectée (Cf. Tableau 3). Il est intéressant de noter que la teneur 
en nitrate mesurée est de l’ordre de 0,03 % du poids sec dans les stomates 
sauvages alors qu’elle est de 3,5 % dans une feuille intacte (Chiu et al., 2004). De la 
même façon, les teneurs en ions potassium et chlorure dans les cellules de garde 
ont été déterminées à partir de feuilles prélevées en fin de nuit et lyophilisées, 
comme indiqué dans le tableau 1 de l’article et repris dans le tableau 3. Le contenu 
en ions a été déterminé par une technique de microanalyse aux rayons X par 
microscopie électronique par D. Le Thiec (INRA, Nancy). Cette technique consiste à 
analyser les longueurs d'onde émises par l'échantillon suite à un bombardement par 
des électrons. Chaque spectre d'émission dans le domaine des rayons X correspond 
à un élément unique ce qui permet une quantification de chaque élément. Nos 




Chlorures  Nitrate  Potassium 
Ws 
 
0.399 ± 0.009  0.029 ± 0.005  3.576 ± 0.085 
clcc-3 
 
0.071 ± 0.006 *  0.031 ± 0.005  3.541 ± 0.129 
clcc-4 
 
0.065 ± 0.005 *  0.038 ± 0.011  4.400 ± 0.206 
 
 
Tableau 3: Dosage du contenu ionique des cellules de garde 
Teneurs en ions chlorures, nitrate et potassium des cellules de garde en fin de nuit 
exprimées en % de la matière sèche. Le contenu en nitrate a été réalisé par dosage 
colorimétrique sur des épidermes lyophilisés, préparés à partir de plantes de 5 
semaines prélevées en fin de nuit. Les moyennes et les écarts-types ont été 
déterminés à partir 14 réplicats provenant de 4 à 6 plantes. Les contenus en ions 
chlorures et potassium ont été déterminés par microanalyse aux rayons X sur des 
cellules de gardes de feuilles préparées dans les mêmes conditions. Les moyennes 
et écarts-types ont été obtenus à partir de 32 cellules de garde individuelles pour 
chaque génotype. L’astérisque indique une différence significative entre le génotype 
sauvage et les mutants lors d'un test statistique de Student (P < 0,05). 
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plantes sauvages est de 0,4 % de leur masse sèche. Ces résultats montrent que la 
concentration en ions Cl- dans les cellules de garde est élevée par rapport au 
contenu de la plante qui est de l’ordre de 0,14 % du poids sec (Loudet et al., 2003). 
En revanche, les cellules de garde des plantes invalidées clcc-3 et clcc-4 contiennent 
beaucoup moins d'ions chlorures. L’anion chlorure accumulé ou relargué de la 
vacuole via AtCLC-c serait donc l’anion le plus abondant et jouerait un rôle capital 
dans le fonctionnement des cellules de garde. 
I.4.3. Réponse à l'ABA 
I.4.3.1. Induction de la fermeture et empêchement de l'ouverture 
stomatique par l'ABA 
Comme indiqué dans l'article, l'invalidation d'AtCLC-c diminue l'induction de la 
fermeture stomatique en réponse à l'ABA. Compte tenu des résultats que nous 
avons obtenus en présence d'ions nitrate qui montrent que les stomates des plantes 
mutantes se comportent quasiment comme ceux des plantes sauvages, nous avons 
testé l'effet de l'ABA sur l'induction de la fermeture stomatique en présence d'ions 
nitrates ou chlorures. Les épidermes ont été préparés à partir de plantes prélevées 
en milieu de jour dans le phytotron après 4 h d’éclairage et placés dans un milieu 
contenant des ions chlorures ou nitrates en présence de 10 µM d’ABA. L’induction de 
fermeture stomatique induite par l’ABA est mesurée au cours du temps.Chez les 
plantes sauvages, elle est similaire quelque soit l'anion présent dans le milieu. Une 
diminution de l’ordre de 42 % est observée après 2 h en comparaison à l'ouverture 
initiale (Cf. Figure 19). En revanche chez le mutant clcc-1, la fermeture stomatique 
induite par l’ABA en présence d'ions chlorures dans le milieu est fortement affectée. 
L’induction de fermeture par l’ABA n’est que de 19 % par rapport à l'ouverture initiale 
après 2 h d'incubation avec 10 µM d'ABA (Cf. Figure 19A). En présence d'ions 
nitrates, le mutant se comporte comme le sauvage (Cf. Figure 19B). Ces expériences 
confirment l'importance du rôle d’AtCLC-c dans l’induction de la fermeture 
stomatique en réponse à l’ABA en présence d’ions chlorures.  
L'ABA est capable d’agir sur la cellule de garde en stimulant le processus de 
fermeture stomatique mais aussi en inhibant le processus d'ouverture stomatique. 
C’est la raison pour laquelle nous avons réalisé des expériences d’inhibition 
d’ouverture stomatique en présence d’ABA. Des épidermes ont été prélevés sur des  






Figure 19: Induction de fermeture et empêchement d’ouverture stomatique en 
réponse à l'ABA 
L'induction de fermeture stomatique par l'ABA est déterminée en présence de 30 mM 
de KCl (A) ou de KNO3 (B). Les épidermes sont préparés à partir de plantes de 4 
semaines prélevées en milieu de journée après 4h de lumière en phytotron. 
L'ouverture stomatique est déterminée en début d’expérience puis après ajout de 
10 µM d'ABA. Le degré d'ouverture stomatique est ensuite mesuré au bout de 15, 
30, 60 et 120 min. L'empêchement d'ouverture stomatique à l'ABA est déterminé en 
présence de 30 mM de KCl (C) ou de KNO3 (D). Les épidermes sont préparés à 
partir de plantes de 4 semaines prélevées en fin de nuit. L'ouverture stomatique est 
déterminée à l'obscurité puis les épidermes sont incubés à la lumière en présence ou 
absence de 10 µM d'ABA. L'ouverture stomatique est mesurée à 15, 30, 60, 120 et 
180 min. Les moyennes et les erreurs standards ont été déterminées à partir de 3 
réplicats (A et B) ou 2 réplicats (C et D) indépendants au cours desquels 100 
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plantes en fin de nuit, puis placés en présence d’ions Cl- ou NO3- pendant 3 h à la 
lumière en présence de 10 µM d'ABA. Chez les plantes sauvages, l’ouverture 
stomatique est inhibée par l’ABA de 35 % et 30 % en présence de KCl ou de KNO3, 
respectivement, par rapport aux conditions contrôles (Cf. Figure 19C-D). En 
revanche, l’ABA inhibe l’ouverture stomatique chez le mutant clcc-1 de seulement 
17 % et 20 % en présence de KCl ou de KNO3, respectivement. L'ensemble de ces 
résultats montrent que l'ABA régule le degré d'ouverture stomatique en agissant sur 
l'activité d'AtCLC-c aussi bien au cours des processus d'ouverture que de fermeture 
stomatique. 
I.4.3.2. Suivi du potentiel de membrane  
Les mouvements stomatiques sont contrôlés par une régulation fine du 
potentiel de membrane. Lorsque les stomates sont ouverts, la valeur du potentiel de 
la membrane plasmique est de l’ordre de -150 mV et cette valeur est de l’ordre de 
-40 mV lorsque les stomates sont fermés (Cf. Chapitre I - II.1 et 0). Nos résultats 
montrent que l'invalidation d'AtCLC-c entraîne une réduction de la concentration des 
ions chlorures dans les cellules de garde et que ceci influe sur le degré d'ouverture 
stomatique et donc le potentiel de membrane (Cf. § I.4.2). Etant donné que cette 
protéine est localisée sur le tonoplaste, nous avons développé une technique 
d’imagerie pour suivre le potentiel de membrane sur des stomates intacts. Nous 
avons utilisé les propriétés d'un fluorophore, le DiBAC4(3), une molécule soluble 
partiellement chargée négativement. Excitable à 496 nm, cette molécule présente 
une intensité d'émission entre 510 et 550 nm (Cf. Figure 20A). Lors d'une 
dépolarisation membranaire, le fluorophore s'accumule dans le cytoplasme où son 
intensité de fluorescence est augmentée (Konrad & Hedrich, 2008). Cette molécule 
permet d’observer des dépolarisations membranaires en réponse à différentes 
conditions ou traitements entraînant la fermeture stomatique.  
Nos analyses ont été réalisées sur des stomates préalablement exposés à la 
lumière pendant 3 h afin que les valeurs du potentiel de membrane soient le plus 
électronégatives et que l’on puisse observer des évènements stimulant la 
dépolarisation telle que la réponse à l’ABA. Après 3 h d’exposition à la lumière, la 
fluorescence initiale des cellules de garde est déterminée en présence de DiBAC. Il 
est intéressant de noter que cette valeur des de l’ordre de 26,2 ± 1,3 % chez la 
lignée sauvage Col-0 et de 33,3 ± 2,2  chez clcc-1. L’intensité de fluorescence des 
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cellules de garde de plantes invalidées est donc plus élevée d’environ 27 % par 
rapport aux cellules sauvages (Cf. Figure 20). Les cellules de garde du mutant clcc-1 
sont donc plus dépolarisées que celles de Col-0. Ces résultats sont en accord avec 
un degré d’ouverture stomatique plus faible en réponse à la lumière chez les mutants 
que chez les sauvages. Au cours de l’expérience, une augmentation lente et 
continue de la fluorescence est observée, correspondant à la dépolarisation 
membranaire induite par le fait que les enregistrements se font à l’obscurité. Dans 
ces conditions, les stomates se ferment lentement. L'ajout de 10 µM d'ABA induit une 
forte augmentation de l'intensité de fluorescence dans les cellules de garde des 
plantes Col-0 qui correspond à une forte dépolarisation des cellules (Cf. Figure 20B 
et Figure 20C). L'ajout de méthanol, le solvant dans lequel la molécule d'ABA a été 
dissoute, n'entraîne pas de dépolarisation, ce qui confirme que la réponse du 
fluorophore est bien du à la présence de l'hormone. En réponse à l'application 
d'ABA, l'intensité de fluorescence augmente en moyenne de 27% chez les cellules 
de garde des plantes sauvages (Cf. Figure 20A-C). En revanche chez le mutant, 
l'intensité de fluorescence n’augmente en moyenne que de 14% (Cf. Figure 20C). 
Ces résultats montrent que les stomates de plantes mutantes sont beaucoup moins 
sensibles à l'application d'ABA exogène. Par ailleurs, nous avons constaté qu'une 
certaine proportion des cellules analysées était incapable de répondre à l'ABA. Alors 
que 10 % des cellules de gardes des plantes sauvages ne répondent pas ou 
faiblement à l'ABA, cette population représente plus de 52 % chez les plantes 
invalidées pour AtCLC-c (Cf. Figure 20D). Nos résultats montrent qu'en régulant ou 
modulant le transport des anions chlorures dans la vacuole, AtCLC-c est impliqué 
dans la régulation du potentiel de membrane des cellules de garde.  
I.4.4. Réponse stomatique à un stress salin 
En collaboration étroite avec S. Filleur et M. Jossier de Gif-sur-Yvette, nous 
avons montré qu'un stress salin induit une augmentation de l'expression d'AtCLC-c 
et que les mutants clcc sont hypersensibles à une forte concentration en NaCl (Cf. 
Article - Figure 5). Ces expériences sur plante entière ont montré que 
l'hypersensibilité des mutants n'était observée qu'après un stress de plusieurs jours, 
suggérant l'effet d'un stress ionique. Les teneurs en ions Cl- déterminées sur des 
plantes cultivées in vitro en présence de NaCl n'ont révélé que de faibles différences 
entre les lignées sauvages et les lignées invalidées. Ces résultats suggèrent  
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Figure 20: Les cellules de garde du mutant clcc-1 sont moins dépolarisé que 
celles des plantes sauvages en réponse l'ABA 
Le potentiel de membrane des cellules de garde a été analysé en microscopie 
confocale en réponse à l'ABA à l'aide du DiBAC dont l'intensité de fluorescence croît 
en réponse à une dépolarisation membranaire. Des épidermes ont été préparés à 
partir de plantes âgées de 4 semaines. Ils ont ensuite été incubés 3 h en présence 
de lumière dans une solution de KCl 30 mM avant analyse. A) Spectre d'excitation 
(pointillés bleus) et d'émission (vert) du DiBAC. Les longueurs d'onde utilisées lors 
des analyses sont indiquées au dessus du graphe. B) Images avant (haut) et après 
(bas) l'ajout de 10 µM d'ABA sur des épidermes de plantes sauvages (Col-0) ou 
mutées (clcc-1). C) Suivi de la fluorescence du DiBAC au cours d'une expérience-
type. L'ABA a été ajouté 8 min après le début de l'expérience. D) Proportion des 
cellules répondant (noir) ou non (blanc) à l'ABA par une augmentation de leur 
fluorescence. Ont été analysés 800 et 200 cellules de garde respectivement sur des 
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qu'AtCLC-c  interviendrait  plutôt dans  des  mécanismes  de  compartimentation  des 
ions chlorures dans la plante plutôt qu'à l'absorption ou l'excrétion des ions dans le 
milieu extérieur (Cf. Article - Tableau 2). Dans l'introduction de ce mémoire, nous 
avons aussi vu que l'un des mécanismes mis en place par les végétaux pour survivre 
à un stress osmotique est de réduire les pertes hydriques en induisant une fermeture 
stomatique. De ce fait, j’ai analysé le comportement de stomates lors des premiers 
jours suivant le début du stress salin. Des plantes âgées de 4 semaines cultivées en 
phytotron ont été arrosées pendant plusieurs jours avec 150 mM de NaCl et le degré 
d'ouverture stomatique a été déterminé en milieu de journée, 4 h après le début de la 
phase lumineuse. L'ouverture stomatique des plantes sauvages est fortement 
inhibée par le stress salin de 47 % dès le premier jour de stress dans l'écotype Col-0 
(Cf. Figure 21A). De façon surprenante, l'hypersensibilité des mutants observée au 
niveau du développement des plantes n'est pas retrouvée au niveau stomatique. 
L’ouverture stomatique de la lignée clcc-1 est faiblement réduite en réponse au 
stress salin et n’est visible qu’à partir du 3e jour avec une inhibition de l'ouverture 
d’environ 24 %. Comme préalablement décrit dans la littérature, l’écotype Ws est 
moins sensible au stress salin que l’écotype Col-0 (Labidi et al., 2002). En effet, 
l’ouverture stomatique des plantes sauvages n’est diminuée que d’environ 12 % 
après 2 jours de stress contre 47 % chez Col-0. (Cf. Figure 21B). Comme dans le cas 
de l’écotype Col-0, l’ouverture stomatique des lignées invalidées est moins affectée 
par le stress salin en comparaison au génotype sauvage. Toutefois, l'hypersensibilité 
stomatique observée chez les sauvages est rétablie chez la lignée complémentée 
clcc-4 35S CLC-c avec une inhibition de l'ouverture stomatique de 30 % après 3 
jours de stress salin, ce qui démontre bien qu'AtCLC-c est responsable du phénotype 
observé. Ces résultats montrent que la présence d'AtCLC-c participe à la fermeture 
stomatique induite en réponse à un stress salin. AtCLC-c interviendrait dans la 
séquestration des ions chlorures dans la vacuole. De ce fait, l’absence d’AtCLC-c 
engendrerait un défaut d’import de ces ions dans la vacuole qui serait responsable 
de l’hypersensitivité observée chez les mutants en réponse au stress salin. Au 
niveau stomatique, nous observons au contraire que l’invalidation d’AtCLC-c entraîne 
une plus faible sensibilité de ces cellules au stress salin se traduisant par une faible 
inhibition de la fermeture stomatique en réponse au stress. Cette réponse observée 
précocément dès les premiers jours serait due au stress osmotique provoqué par la  
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Figure 21: Etude de la régulation des mouvements stomatiques en réponse au 
stress salin  
L'ouverture stomatique a été déterminée sur des feuilles intactes cultivées en 
phytotron et prélevées en milieu de journée après 4 h de lumière sur des plantes 
âgées de 4 semaines de l'écotype A) Col-0 ou B) Ws. Les plantes sont arrosées 
quotidiennement et pendant 4 jours (de J0 à J4) avec une solution de 150 mM de 
NaCl. Les moyennes et les erreurs standards ont été déterminées à partir d'un 
réplicat pour l'écotype Col et 4 réplicats indépendants pour l'écotype Ws au cours 
desquels environ 100 stomates ont été mesurés. L'astérisque signifie une différence 
significative par rapport à la mesure effectuée à J=0 avant le traitement lors du test t 
de Student (P<0,05). 
 
 
présence de 150 mM de NaCl. Ces résultats montrent qu’en réponse au stress salin, 
la fonction d’AtCLC-c serait différente des cellules de garde au niveau racinaire. 
Alors qu’AtCLC-c interviendrait pour réduire les pertes d’eau en influant sur 
l’ouverture stomatique en réponse au stress salin, il participerait à la réduction du 
stress ionique en compartimentant les ions chlorures au niveau de la plante entière 
en réponse à ce même stress. 
I.4.5. Phénotypes sur plantes entières 
Suite aux observations réalisées sur épidermes isolés montrant le rôle 
d’AtCLC-c dans les mouvements stomatiques en réponse à la lumière, à l’ABA ou au 
stress salin, nous avons étudié l’impact de l’invalidation d’AtCLC-c sur la physiologie 
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I.4.5.1. Détermination de la température foliaire sur des plantes 
intactes 
Les mesures de température foliaire présentées dans l'article ont été réalisées 
sur des feuilles excisées placées à la lumière dans une atmosphère saturée en 
humidité (Humidité Relative HR ≈ 100 %). Les feuilles ont ensuite été placées à l'air 
libre, dans une atmosphère plus sèche (HR comprise entre 25 et 40 %). Les 
températures foliaires initiales des mutants étaient plus élevées que celles des 
sauvages, en accord avec les mesures du degré d'ouverture stomatique des mutants 
inférieures à celle des sauvages. Ces expériences ont eu pour objectif d'analyser la 
réponse de feuilles entières soumises à une déshydratation. Les résultats ont 
confirmé que les feuilles de mutants clcc sont moins sensibles à un stress hydrique 
que celles des sauvages et que le phénotype est complémenté par l’expression 
d’AtCLC-c dans la lignée mutée clcc-4, comme l'avait montré les résultats 
d'ouverture stomatique. 
Suite à ces observations, nous avons déterminé la température foliaire en fin 
de nuit ou en milieu de jour après 4 h d’éclairement sur des plantes intactes âgées 




Figure 22: La température foliaire de plantes entières n'est pas affectée par 
l'invalidation d'AtCLC-c 
La température foliaire a été déterminée A) en milieu de journée après 4h de lumière 
ou B) en fin de nuit sur des plantes âgées de 4 semaines. Images représentatives 
obtenues par thermographie infrarouge et représentées dans une graduation de 
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celle mesurée en milieu de journée pour l’ensemble des lignées. En effet, en fin de 
nuit, les stomates sont plus fermés ce qui conduit à une élévation de la température 
foliaire. Néanmoins, les conditions environnementales telles que la température et 
l'humidité ambiante sont variables d'un réplicat à un autre et influencent fortement la 
température foliaire. De ce fait, le moyennage des valeurs des températures 
mesurées n’a pas été possible. Par conséquent, en milieu de journée (Cf. Figure 
22A) comme en fin de nuit (Cf. Figure 22B), aucune différence de température 
foliaire n'a pu être détectée entre la lignée invalidée clcc-1 et la lignée sauvage 
Col-0. 
I.4.5.2. Tests de déshydratation de rosettes 
Nos tests ont permis de démontrer que les plantes invalidées pour AtCLC-c 
sont moins sensible à l'ABA au niveau de leur réponse stomatique que les plantes 
sauvages. Pour confirmer ces résultats au niveau de la plante entière, nous avons 
réalisé des expériences de déshydratation sur rosette. La rosette d'une plante âgée 
de 4 semaines cultivée en phytotron est prélevée en milieu de journée lorsque les 
stomates sont ouverts. La perte d'eau véhiculée par les stomates est mesurée 
pendant 1h en pesant en continu la rosette. Le pourcentage de perte d’eau de la 
plante peut alors être suivi. La vitesse de déshydratation du sauvage Col-0 est 
maximale lors des 10 premières minutes ce qui correspond à la réponse stomatique, 
puis on observe un ralentissement de la perte d’eau entre 10 et 15 min pour atteindre 
une vitesse de déshydratation linéaire. L’analyse des cinétiques de déshydratation 
chez le mutant clcc-1 présentée sur la figure 23 montre que le pourcentage de 
déshydratation est légèrement inférieure à celui des plantes sauvages. Bien que non 
significative, cette faible différence peut être corrélée à une plus faible ouverture 
stomatique des lignées mutantes par rapport aux lignées sauvages. Néanmoins, ces 
résultats suggèrent que l'invalidation d'AtCLC-c n’influe que très peu sur la régulation 
des pertes d’eau à l’échelle de la rosette. 




Figure 23: Mesure des pourcentages de perte d’eau 
La déhydratation a été déterminée à partir de rosettes excisées de plantes de 5 
semaines pré-incubées à la lumière. Les rosettes sont placées sur une balance de 
précision à l'obscurité afin de déterminer la quantité d'eau perdue par les stomates. 
Les moyennes et écarts-types ont été déterminées à partir de 8 réplicats.  
 
I.4.5.3. Mesure de la conductance foliaire 
Pour suivre le comportement des stomates vis-à-vis différents stimuli, nous 
avons fait appel à une autre méthode non invasive qui permet de mesurer la 
conductance foliaire à l’aide d’un analyseur d’échanges gazeux sur des feuilles 
isolées. Cette technique permet de mesurer les flux hydriques d'une feuille entière à 
partir de plantes âgées de 5 à 6 semaines. Nous avons dans un premier temps 
analysé la réponse à la lumière. A partir de plantes prélevées en fin de nuit, nous 
avons étudié la cinétique d'ouverture stomatique en réponse à 250 µmol.m-2.sec-1 de 
lumière rouge additionnée de 10 % de lumière bleue. La réponse des lignées 
mutantes clcc-3 et clcc-4 est semblable à celle des plantes sauvages Ws et la lignée 
complémentée clcc-4 35S CLC-c (Cf. Figure 24A). Des résultats similaires ont été 
obtenus dans l'écotype Col-0 (résultats non montrés). Comme dans le cas de la 
thermographie foliaire infrarouge, aucune différence de réponse n’a pu être observée 
entre les lignées sauvages et invalidées. Cette absence de différence entre ces 
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Figure 24: La conductance foliaire des lignées invalidées n'est pas affectée par 
l'ABA, la lumière et le CO2 par rapport aux lignées sauvages 
La conductance foliaire a été déterminée en réponse à A) la lumière B) 1 µM d'ABA 
ou C) un doublement de la concentration en CO2 suivi d'un retour à 360 ppm. A) La 
conductance foliaire est déterminée sur une feuille d'une plante intacte à l'obscurité 
puis en réponse à 250 µmol.m-2.sec-1 de lumière rouge + 10 % de lumière bleue. Les 
moyennes correspondent à 6 réplicats pour Ws, 4 pour clcc-c, 3 pour clcc-4 et 2 pour 
clcc-4 35S CLC-c. B) Les mesures ont été réalisées sur une feuille coupée à partir 
d'une plante prélevée dans le phytotron après 4 h de lumière. La conductance foliaire 
est déterminée à la lumière juste avant la coupure de la feuille (point t=0 min). 
L'extrémité du pétiole est ensuite plongé dans de l'eau. L'ABA est ajouté 40 min 
après la coupure. Les valeurs correspondent à la moyenne déterminée à partir de 2 
réplicats. C) La conductance foliaire est déterminée à l'obscurité, sur une feuille 
d'une plante intacte, à 360 ppm ou 700 ppm de CO2. Les valeurs correspondent à un 
réplicat expérimental. Pour améliorer la lisibilité des graphes, les écarts-types n'ont 
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d'ouverture stomatique entre des épidermes de lignées mutantes et de plantes 
sauvages n’est détectable qu’en présence d'ions chlorures. Or, dans nos conditions 
de culture, l’ensemble des anions sont disponibles ce qui va permettre à la plante de 
mettre en place des mécanismes de compensation. Ainsi, l'invalidation d'AtCLC-c 
pourrait être compensée in planta par le transport d'autres ions en lieu et place des 
ions chlorures pour permettre une réponse stomatique semblable à celle d'une plante 
sauvage. 
Nous avons ensuite étudié la réponse à l'ABA d'une feuille excisée provenant 
de plantes pré-incubées à la lumière. La conductance foliaire est au préalable 
déterminée sur la feuille encore attachée à la plante. La feuille est ensuite coupée et 
le pétiole est placé dans de l'eau. En réponse à la coupure, une diminution de la 
conductance d'environ 10 % est observée. Après 40 min, la conductance foliaire est 
de retour à la valeur initiale avant coupure, 1 µM d'ABA est alors ajouté. En réponse 
à l'hormone, la conductance foliaire de plantes sauvages Ws diminue jusqu'à 
atteindre une valeur seuil minimale au bout de 40 min, correspondant à la valeur 
observée lorsque les stomates sont fermés. Les mutants clcc-3 et clcc-4 répondent 
de manière similaire à la lignée sauvage. Contrairement à la réponse stomatique 
observée sur épidermes isolés, l'hyposensibilité à l'ABA des lignées invalidées en 
comparaison aux plantes sauvages n'est pas retrouvée sur plantes intactes, même 
en présence de plus faibles concentrations en ABA (Cf. Figure 24B). 
Enfin, nous avons étudié le comportement de nos mutants en réponse à des 
variations de la concentration en CO2. En effet, les voies de réponse au CO2 et à 
l'ABA sont en partie communes. De ce fait, nous avons souhaité déterminer si 
l’activité d’AtCLC-c était régulée par une voie commune à ces deux stimuli en 
déterminant la conductance stomatique en réponse à un doublement de la 
concentration en CO2, soit un passage de 360 ppm à 700 ppm en CO2. En réponse à 
700 ppm de CO2, la conductance foliaire de la lignée sauvage Col-0 chute fortement 
au cours des 10 premières minutes, correspondant à une fermeture rapide des 
stomates, suivi par un ralentissement de la baisse de la conductance (Cf. Figure 
24C). Le passage de 700 ppm à 360 ppm permet un retour lent de la conductance 
foliaire vers la valeur initiale. La lignée invalidée clcc-1 répond similairement à la 
lignée sauvage à un doublement de la concentration en CO2. De même, le retour à 
une valeur proche de la teneur atmosphérique actuelle, soit 360 ppm, est identique à 
celui observé chez la plante sauvage. Ces résultats suggèrent que l’activité 
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d’AtCLC-c n'est pas régulée par de fortes concentrations en CO2. Néanmoins, étant 
donné que nous ne sommes pas parvenus à mettre en évidence des différences en 
réponse à la lumière ou à l'ABA entre les lignées sauvages et les lignées mutantes 
sur des plantes entières, ces résultats seront à confirmer sur épidermes isolés. 
 
L'ensemble des données obtenues lors d'analyses de plantes entières n'a pas 
permis de mettre en évidence de différence notable entre les différentes lignées 
mutées pour AtCLC-c et les lignées sauvages correspondantes, suggérant une 
compensation de l'invalidation d'AtCLC-c. En effet, lors des analyses sur épidermes 
isolés, seules les cellules de garde sont intactes et elles n’ont à leur disposition que 
l’anion disponible dans la solution externe. Dans le cas des études sur plantes 
intactes, de nombreux autres anions sont disponibles comme par exemple le nitrate 
dont l’entrée via d’autres transporteurs dans les cellules de gardes pourraient se 
substituer à la plus faible quantité d’ions chlorures observée chez les lignées 
mutantes par rapport aux lignées sauvages. 
I.4.6. Rôle d'AtCLC-c sur la germination du pollen 
Comme nous avons mis en évidence dans l'article, AtCLC-c s’exprime très 
fortement dans le grain de pollen. Cette forte expression d’AtCLC-c semble être 
spécifique du grain de pollen mature (Bock et al., 2006). Tout comme la cellule de 
garde, le grain de pollen est très fortement osmorégulé. En effet, au cours de la 
fécondation, une augmentation de la turgescence cellulaire causée par un influx 
d’ions permet une entrée d’eau dans le grain de pollen. La germination en résultant 
et l’élongation du tube pollinique permet ensuite de conduire le gamète mâle 
jusqu’au gamète femelle. De ce fait, les canaux et transporteurs jouent dans ce type 
cellulaire un rôle crucial similairement à ce qui est observé dans la cellule de garde 
comme suggéré par la forte concordance entre le transcriptome des cellules de 
garde et du grain de pollen (Leonhardt et al., 2004; Bock et al., 2006; communication 
personnelle). Le rôle d'AtCLC-c dans le grain de pollen a été peu étudié. 
L'invalidation de ce gène ne provoque pas de létalité montrant que le pollen des 
plantes invalidées est fonctionnel. L'analyse de l’efficacité du pouvoir germinatif des 
grains de pollen de plantes sauvages Ws montre un taux de germination de 47,1 ± 
3,1 % comme la lignée complémentée clcc-4 35S CLCc présente un taux de 
germination semblable (46,5 ± 2,5 %; Cf. Figure 25). En revanche, les lignées  





Figure 25: L'invalidation d'AtCLC-c réduit le pouvoir germinatif du pollen 
Le taux de germination du pollen est déterminé in vitro. Moyennes et erreurs 
standards déterminées à partir de plus de 1200 grains de pollens analysés par 
génotype au cours de 2 réplicats. L'astérisque signifie une différence significative par 
rapport au sauvage Ws lors du test t de Student (P<0,001). 
 
mutantes clcc-3 et clcc-4 ont des taux de germination réduits, respectivement 31,8 ± 
1,8 % et 36,1 ±  2,4 %. Ces observations montrent donc qu’AtCLC-c participe à la 
germination du pollen. Toutefois, nous avons montré que 25 % de la population F2, 
issue de l'autofécondation de la génération hémizygote F1 lors de l’isolement des 
lignées invalidées, est sensible à l'agent de sélection PPT, correspondant à une 
ségrégation de type Mendélienne 3:1 pour un caractère unique récessif. Ces 
résultats suggèrent donc que la fertilité des lignées invalidées pour AtCLC-c n'est 
pas affectée lorsque l’on considère la descendance d’une plante entière. La plus 
faible capacité germinative des lignées invalidées pour AtCLC-c par rapport au pollen 
sauvage observée in vitro ne semble donc pas perturber la production globale de 
graines des plantes. 
Au cours de l’émergence et de la croissance du tube pollinique du grain de 
pollen, de nombreux mouvements d’ions sont observés. En ce qui concerne les ions 
chlorures, un efflux est observé au niveau de l’apex du tube pollinique et des influx 
sont observés dans la partie distale. Le blocage de ces mouvements d’ions chlorures 
conduit à un arrêt de l’élongation du tube pollinique (Zonia et al., 2002). Dans ce 
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gène conduirait comme dans les cellules de garde à une réduction de la 
concentration en ions chlorures qui réduiraient la capacité germinative du grain de 
pollen ou la vitesse d’élongation du tube pollinique. 
II. ETUDE FONCTIONNELLE D'ATCLC-C 
II.1. Etude de la sélectivité ionique d'AtCLC-c 
II.1.1. Analyses électrophysiologiques 
L’analyse de la séquence protéique d’AtCLC-c associée aux résultats que 
nous avons obtenus jusqu’ici suggèrent que le transporteur AtCLC-c est sélectif aux 
ions chlorures. Pour le confirmer, j’ai réalisé des études par électrophysiologie. Dans 
un premier temps, j’ai voulu comparer les courants anioniques chez les plantes 
sauvages et invalidées. Cependant, AtCLC-c étant exprimé uniquement sur les 
tonoplastes des cellules de garde ou du grain de pollen, je n’ai pas réussi à 
enregistrer de courants du fait de la trop petite taille des vacuoles. De ce fait, des 
plantes sur-exprimant AtCLC-c fusionné ou non à la GFP sous le contrôle d'un 
promoteur 35S ont été générées dans un fond sauvage (Ws) et mutant (clcc-3 ou 
clcc-4). L’ensemble de ces lignées ont été analysées au niveau de leur réponse 
stomatique et du stress salin. La figure 26 montre les résultats obtenus pour les 
lignées complémentées lors de l’analyse de la réponse stomatique à la lumière en 
présence de KCl. Les lignées complémentées se comprtent comme les plantes 
sauvages ce qui démontre que la fusion de la protéine avec la GFP en position N-
terminale ne perturbe pas le fonctionnement d’AtCLC-c. Dans la suite de la 
présentation des résultats, seuls les résultats obtenus avec la lignée ‘clcc3 1a’ 
(renommée 'clcc-3 35S GFP CLCc') et la lignée 'clcc-4 35S CLCc' seront présentés. 
L’ensemble des mesures de courants a été réalisé à l’aide de la technique de patch-
clamp sur des vacuoles de cellule de mésophylle. Pour pouvoir enregistrer les 
courants anioniques, nous avons du nous affranchir des courants potassiques. De ce 
fait, les anions sont contrebalancés par un cation imperméant, le BTP (Bis Tris 
Propane) dans la composition de nos solutions d’électrode et de bain (Cf. Chapitre V 
- VI.3). 




Figure 26: La réponse stomatique à la lumière en présence de KCl est rétablie 
chez les lignées complémentées 
Le degré d'ouverture stomatique a été déterminé après 2h30 d'incubation à la 
lumière en présence de 30 mM KCl sur des lignées complémentées homozygotes 
ayant intégré la construction comportant la protéine de fusion GFP:CLC-c et sur les 
lignées invalidées et sauvages. L'astérisque indique une différence significative entre 
la lignée complémentée et la lignée invalidée correspondante lors d'un test 
statistique de Student (P<0,05). 
 
Les courants présents sur des vacuoles de plantes sauvages (Ws) ou 
transgéniques (‘clcc-3 35S GFP-CLCc’ et ‘clcc-4 35S CLCc’) ont été enregistrés en 
présence de 200 mM d'ions chlorures dans la pipette (c'est-à-dire le milieu de la 
vacuole), et 15 mM d'ions chlorures dans le bain (milieu cytoplasmique). Le protocole 
de stimulation utilisé permet d'appliquer un potentiel de membrane compris entre +70 
et -90 mV, avec un potentiel de repos de -20 mV et un potentiel de désactivation de 
+30 mV (Cf. Figure 27A). Dans ces conditions expérimentales, les courants chlorures 
enregistrés sur les vacuoles sauvages (Ws) sont faiblement rectifiants. Le profil 
d'activation et de désactivation des courants est faiblement temps-dépendant, ce qui 
est semblable aux données de la littérature (De Angeli et al., 2006, 2009a; Wege et 
al., 2010). En revanche, la valeur du potentiel de réversion (Erev) que j’ai mesuré 
(-33,4 ± 3,4 mV ; cf. Figure 27B et D) est légèrement supérieure obtenue dans le 
cadre de l'étude d'AtCLC-a (-43,3 ± 1,4 mV ; De Angeli et al., 2006). De plus, 
l’amplitude des courants moyens enregistrés est plus élevée en comparaison aux 

























































































Figure 27: La surexpression d'AtCLC-c dans des vacuoles de mésophylle 
entraîne une augmentation des courants chlorures 
A) Protocole de stimulation de patch-clamp. B) et C) Courants macroscopiques 
représentatifs enregistrés sur des vacuoles B) Ws et C) clcc-3 35S GFP:CLCc, en 
présence d'ions chlorures de part et d'autre du tonoplaste. Les courants ont été 
normalisés par la capacitance de la vacuole. La ligne grisée correspond à des 
courants nuls. D) Relation courant/voltage (I/V) à l'état stationnaire. Les valeurs de 
courants ont été échantillonnées à l'instant signalé par un symbole sur les 
enregistrements B) et C. Les moyennes et écarts-types ont été déterminés à partir 
de 21 enregistrements réalisés sur le génotype Ws, 48 sur clcc-3 35S GFP:CLCc et 
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lignées 35S présentent une amplitude plus élevée à celle observée chez les lignées 
sauvages (Cf. Figure 27C et D). Par ailleurs, la valeur du potentiel de réversion 
obtenue sur ces lignées est plus élevée que celle des courants mesurés sur les 
vacuoles sauvages (Erev = -21,3 ± 5,2 mV pour la lignée clcc-3 35S GFP:CLCc ; 
Erev = -21,5 ± 3,6 mV pour la lignée clcc-4 35S CLCc). Ces valeurs se rapprochent 
du potentiel de réversion théorique calculé pour un antiporteur 1H+/2 anions (Erev = -
10,2 mV) dans nos conditions ioniques expérimentales. Ces résultats montrent que 
la présence d'AtCLC-c sur le tonoplaste des vacuoles de mésophylle augmente la 
perméabilité de ces vacuoles aux ions chlorures par rapport à des vacuoles de 
plantes sauvages. Par ailleurs, les valeurs du potentiel de réversion enregistrées 
sont plus proches de la valeur du potentiel de réversion théorique d'un antiporteur 
1H+/2Cl- (Erev = -10,2 mV) que celle d'un canal ou transporteur permettant 
uniquement le transport d'ions chlorures (Erev = -59,7 mV). Ces résultats associés à 
la présence de Gluex (G173) et Gluin (G212) dans sa séquence protéique suggèrent 
donc qu'AtCLC-c serait un antiporteur. Il est intéressant de constater que l’amplitude 
des courants est identique pour les lignées fusionnées ou non à la GFP, ce qui 
montre que la présence de la GFP en position N-terminale ne perturbe pas le 
fonctionnement de la protéine. 
Parallèlement, les courants nitrates ont été enregistrés en présence de 
200 mM de nitrate dans la vacuole (électrode) et 15 mM dans le bain cytoplasmique. 
De façon surprenante, l’amplitude des courants enregistrés sur des vacuoles de 
plantes sauvages sont à peine plus élevés que ceux observés en présence d'ions 
chlorures contrairement aux données de la littérature (Cf. Figure 28A et C ; De Angeli 
et al., 2006, 2009a; Wege et al., 2010). Néanmoins, il est intéressant de noter que 
l’amplitude des courants nitrates enregistrés lors de l’étude d'AtCLC-a varie très 
fortement. En effet, pour une valeur de pôtentiel donnée (+40 mV) les courants 
normalisés enregistrées sur des vacuoles de plantes sauvages sont comprises entre 
8 pA.pF-1 et 80 pA.pF-1 en présence de 4,2 mM d'ions nitrates dans le bain 
cytoplasmique et 200 mM de nitrate dans le milieu vacuolaire (De Angeli et al., 2006, 
2009a; Wege et al., 2010). Cette grande variabilité suggère l’existence de 
paramètres externes capable de moduler l’activité de ces transporteurs. En effet, des 
études récentes montrent que certains paramètres tels que les conditions de culture 
(sol, humidité, éclairement,…) sont capables d’influencer fortement les phénotypes 
macroscopiques, transcriptomiques ou métabolomiques (Massonnet et al., 2010). 










































Figure 28: La surexpression d'AtCLC-c dans des vacuoles de mésophylle ne 
modifie pas les courants nitrate 
A) et B) Courants macroscopiques représentatifs enregistrés sur des vacuoles A) Ws 
et B) clcc-3 35S GFP:CLCc, en présence d'ions nitrate de part et d'autre du 
tonoplaste. Les courants ont été normalisés par la capacitance de la vacuole. La 
ligne grisée correspond à des courants nuls. D) Relation courant/voltage (I/V) à l'état 
stationnaire. Les valeurs de courants ont été échantillonnées à l'instant signalé par 
un symbole sur les enregistrements B) et C). Les moyennes et écarts-types ont été 
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Toutefois, la valeur du potentiel de réversion observé dans nos conditions 
(Erev = 5,6 ± 3,6 mV) est proche de celles préalablement publiées (Erev = -6 ± 2 mV), 
comme les profils d’activation et de désactivation des courants (De Angeli et al., 
2006). L’analyse comparative des courants enregistrés sur des vacuoles de plantes 
clcc-4 35S GFP-CLCc et de plantes sauvages ne montrent aucune différence 
significative aussi bien au niveau des amplitudes que des profils de courants (Cf. 
Figure 28B et C). De même, la valeur du potentiel de réversion reste inchangée 
lorsqu'AtCLC-c est exprimé sur la membrane, ce qui suggère que la perméabilité du 
tonoplaste de la lignée clcc-4 35S GFP-CLCc n'est pas modifiée pour les ions 
nitrates. 
 
L’ensemble des résultats obtenus juqu’ici par l’approche électrophysiologique 
montre qu’en présence d'AtCLC-c, l’amplitude des courants chlorures est augmentée 
ce qui montre qu’AtCLC-c transporte les ions chlorures. En revanche, la présence 
d’AtCLC-c ne modifie pas les courants nitrates. Ces résultats sont en accord avec la 
présence d'une sérine dans le domaine de sélectivité Scen de la protéine. En effet, les 
expériences de mutagénèse dirigée réalisées sur AtCLC-a montrent que la 
substitution de la proline 160 par une sérine change la sélectivité de ce transporteur 
en faveur des ions chlorures (Cf. Chapitre I - I.4). Nos courants montrent aussi 
qu'AtCLC-c participe à l'entrée des ions chlorures dans la vacuole au cours de 
l'ouverture stomatique et à la sortie de cet anion lors de la fermeture stomatique. 
II.1.2. Tests de complémentation en levure 
Plusieurs études de mutagénèse dirigée publiées récemment ont mis en 
évidence que la sélectivité des CLCs est porté par le résidu Sercen (Cf. Figure 2A; 
Chapitre I - I.4). La substitution de cette Ser par une proline augmente la sélectivité 
des CLCs aux ions nitrates chez CLC-ec1, hCLC-4 et hCLC-5 (Bergsdorf et al., 
2009; Picollo et al., 2009; Zifarelli & Pusch, 2009). A l’inverse, la substitution de la 
proline chez AtCLC-a en sérine confère à ce transporteur une sélectivité aux ions 
chlorures (Bergsdorf et al., 2009; Wege et al., 2010). Afin de confirmer le rôle de 
cette sérine dans la sélectivité ionique d'AtCLC-c, des expériences de mutagenèse 
dirigée ont été entreprises par M. Jossier (Gif-sur-Yvette) afin de substituer la sérine 
en position 169 en proline. La forme sauvage AtCLC-c et la forme mutée AtCLC-c 
S169P ont été analysées au cours d'expériences de complémentation de la souche  




Figure 29: L'acide aminé Sercen d’AtCLC-c est essentiel pour la 
complémentation de gef1 
Des tests de complémentation fonctionnelle de la souche de levure gef1 invalidée 
pour son seul CLC ont été réalisés avec AtCLC-c dans sa forme native ou mutée au 
niveau de l'acide aminé essentiel pour la sélectivité ionique. Deux tests de 
complémentations ont été réalisés: (i) croissance sur un milieu dépourvu en cuivre, 
essentiel pour la croissance de la souche mutée, et (ii) croissance sur un milieu 




de levure gef1. La complémentation de la levure gef1, délétée dans un gène codant 
pour le CLC de la levure, repose sur le fait que cette souche de levure est incapable 
de se développer sur un milieu non enrichi en cuivre, nécessaire à la maturation 
d'une enzyme du métabolisme du fer, ou en présence de ferrozine, un chélateur du 
fer, contrairement à la souche de levure sauvage (Cf. Chapitre I - I.6.1.1; Figure 29). 
Comme préalablement observé, la forme native d'AtCLC-c complémente la souche 
gef1 et lui permet de croître sans un apport supplémentaire de cuivre ou en présence 
du chélateur de fer. En revanche, la mutation S169P ne permet plus cette 
complémentation (Cf. Figure 29). Ces résultats confirment donc que la 
complémentation de la souche de levure gef1  nécessite obligatoirement un transport 
Souche sauvage 
Vecteur vide 
gef1 + CLCc 
CLCc S169P 
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d'ions chlorures. En effet, la mutation S169P chez AtCLC-c qui modifie la sélectivité 
de ce transporteur ne permet plus de complémenter le phénotype de gef1 
contrairement à la forme native d'AtCLC-c. Par ailleurs, le transporteur AtCLC-a n'est 
pas capable de complémenter gef1 (Hechenberger et al., 1996; Gaxiola et al., 
1998).Toutefois, il est intéressant d’observer que la protéine AtCLC-a P160S, où la 
proline a été substituée par une sérine et qui présente une sélectivité acrue aux ions 
chlorures, n’est pas non plus capable de complémenter cette souche de levure 
(Wege et al., 2010). Ces résultats montrent que la sérine Sercen est nécessaire mais 
pas suffisante pour la complémentation de gef1, ce qui suggère l'existence 
d'éléments autres que Sercen restant à être identifiés nécessaires à la croissance de 
cette souche dans des conditions limitantes.  
Suite à ces expériences portant sur la sélectivité d'AtCLC-c, des plantes 
complémentées par la protéine mutée AtCLC-c S169P ont été générées et sont en 
cours de sélection afin d'étudier l'effet de cette mutation sur la sélectivité de ce 
transporteur par des approches électrophysiologiques et plus généralement sur la 
physiologie de la plante. 
II.2. Rôle de la partie C-terminale dans la localisation 
intracellulaire et la dimérisation  
II.2.1. Localisation d'AtCLC-c fusionné à la GFP en C-terminal 
Lors de la détermination de la localisation intracellulaire d'AtCLC-c, deux 
protéines de fusion ont été générées avec la protéine fluorescente GFP, l’une où la 
GFP est localisée en position N-terminale d'AtCLC-c et l’autre en position 
C-terminale. Comme nous l'avons montré dans l'article et repris dans la figure 30B, 
lorsque la GFP est fusionnée en position N-terminale (GFP:CLCc), la protéine de 
fusion est adressée à la membrane de la vacuole, en accord avec des résultats 
publiés précédemment (Lv et al., 2009). De même, la transformation de mutants 
invalidés à l’aide de cette fusion nous a permis de réaliser une complémentation 
fonctionnelle qui a conduit à la restauration d’un phénotype sauvage (Cf. § II.1.1). En 
revanche, lorsque la GFP est fusionnée en position C-terminale de la protéine 
(CLCc:GFP),nous avons détecté un signal GFP à diverses membranes telles que la 
membrane plasmique, le tonoplaste, ou encore dans des vésicules ou le réticulum 
suite des transformations transitoires en protoplastes de mésophylle (Cf. Figure 
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30A). Ces résultats sont probablement dus au fait que le domaine C-terminal de la 
protéine contient des domaines CBS dont il a été démontré qu’ils jouent un rôle 
important dans l’adressage et la dimérisation de la protéine (Cf. Chapitre I - I.5). 
Ainsi, du fait de la présence de la GFP à cette extrémité, la protéine AtCLC-c ne peut 































Figure 30: La fusion de la GFP en position C-terminal d'AtCLC-c ne permet par 
un adressage cellulaire correct 
Des protoplastes de mésophylle d'Arabidopsis ont été transformés transitoirement 
avec A) le vecteur pgreen CLC-C:GFP ou B) le vecteur pMDC43 GFP:CLCc et 
observé sous microscope. A) La construction pgreen CLC-C:GFP permet la 
surexpression d'AtCLC-c fusionné à la GFP en son extrémité C-terminale. Les 
tentatives de localisation intracellulaire avec cette construction n'ont pas permis 
d'identifier avec certitude et de manière reproductible le compartiment cellulaire où 
est adressé AtCLC-c. B) En revanche, le vecteur pMDC43 GFP:CLCc permet la 
surexpression d'AtCLC-c fusionné à la GFP en son extrémité N-terminale. Cette 








R E S U L T A T S  
128 
 
II.2.2. Test d'interaction protéine/protéine par la technique du Split à 
l'Ubiquitine 
II.2.2.1. Test de l'homodimérisation d'AtCLC-c 
Les membres de la famille des CLCs fonctionnent sous forme d’homodimères. 
Afin de vérifier qu’il en était de même pour AtCLC-c, nous avons utilisé la technique 
du split à l'ubiquitine. Cette technique permet de mettre en évidence des interactions 
physiques entre les protéines via la libération d'un facteur de transcription 
synthétique et l'activation de gènes rapporteurs. La mise en place de cette technique 
a nécessité la réalisation de protéines de fusions : les parties C-terminale Cub et 
N-terminales Nub ont été fusionnées en position N-terminale ou C-terminale 
d’AtCLC-c (Cf. Chapitre V - II.6). En parallèle, des constructions de type 'Nub WT' ont 
été réalisées et utilisées comme contrôles positifs de la réaction de par leur 
interaction spontanée avec Cub (Cf. Figure 31). Les constructions 'Nub G' permettent 
de détecter l'interaction, si elle existe, entre deux protopores AtCLC-c. Comme le 
montre la figure 31, seule la fusion de 'Nub G' à l'extrémité N-terminale d'AtCLC-c 
permet l’interaction entre les deux protéines de fusion. Ce résultat montre que deux 
protopores AtCLC-c sont capables d’interagir pour former un transporteur fonctionnel 
comme l’ensemble des membres de la famille des CLCs. En revanche, l'absence 
d'interaction lorsque la protéine Nub est fusionnée en position C-terminale d’AtCLC-c 
 
 
Figure 31: Le domaine C-terminal d’AtCLC-c estssentiel pour 
l’homodimérisation du transporteur 
L'homodimérisation d'AtCLC-c a été testée chez la levure par la technique du Split à 
l'Ubiquitine. L'ubiquitine est clivée en deux partie, Cub pour la partie C-terminale et 
Nub WT pour la partie N-terminale (Nub) sous sa forme sauvage (WT) ou sous sa 
forme mutée (G). Les levures diploïdes contenant les deux constructions Cub et Nub 
ont été cultivées sur milieu sélectif pendant 24 h. Un milieu de révélation contenant 
du X-Gal est ensuite versé sur les colonies. L'hydrolyse du X-Gal est visualisable 
après 1 h d'incubation à 37°C. 
Nub-CLCc  Nub-CLCc CLCc-Nub CLCc-Nub 
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montre que le domaine C-terminal est nécessaire à la dimérisation de la protéine. 
Par ailleurs, ces résultats confirment nos observations in planta obtenues avec les 
protéines de fusion GFP. 
Compte tenu qu’AtCLC-c et AtCLC-a sont deux membres de la famille des 
CLCs et que ces deux protéines colocalisent au tonoplaste des cellules de garde, 
l’interaction entre ces deux protéines pour la formation d’hétérodimères a été testée. 
Nos résultats n’ont pas permis de détecter quelque interaction entre ces deux 
protéines. Néanmoins, nous n’avons détecté aucune interaction pour la protéine 
AtCLC-a avec elle-même alors que cette formation de dimère a pu être observée par 
BiFC (complémentation bimoléculaire par fluorescence; Wege et al., 2010). De ce 
fait, la formation d’hétérodimères AtCLC-c/AtCLC-a est en cours d’étude par M. 
Jossier par l’approche BiFC. Néanmoins à l’aide des constructions déjà réalisées, 
nous pourrons tester d’autres interactions et rechercher d’autres protéines capable 
d’interagir et de réguler l’activité d’AtCLC-c. 
II.2.2.2. Identification d'interactants protéiques putatifs d'AtCLC-c 
La protéine AtCLC-c a été étudié dans le cadre du projet Arabidopsis 
Membrane Interactome,  (http://www.associomics.org, Lalonde & Frommer, non 
publié; Lalonde et al., 2010). Ce projet a pour objectif d'établir une carte 
d'interactions entre des protéines membranaires (environ 4300 protéines disponibles 
à ce jour) et des protéines solubles participant à des voies de signalisation (environ 
1000 protéines disponibles actuellement). Cette approche globale utilise la technique 
du split à l'ubiquitine décrite précédemment, et plus particulièrement la construction 
Cub et les constructions NubG et NubWt fusionnées en position C-terminale de la 
protéine étudiée. Dans le cas d'AtCLC-c, 182 interactions ont été identifiées avec 
106 protéines présentées dans le tableau 4. De façon intéressante, alors que 
l’interaction avec 96 protéines a été détectée avec la construction CLCc-Cub, 
seulement 9 protéines ont été identifiées avec la construction CLCc-NubG sur les 
5300 protéines testées. Ces deux protéines de fusion Cub et Nub sont localisées à 
l’extrémité C-terminale d’AtCLC-c. Néanmoins, la protéine Nub comporte une hélice 
α et deux feuillets β alors que la protéine Cub ne comporte que deux feuillets β ce 
qui fait que l’encombrement stérique est plus important dans le cas de la fusion avec 
Nub (Johnsson & Varshavsky, 1994). C’est la raison pour laquelle beaucoup moins 
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La comparaison de cette liste de protéines avec l’étude transcriptomique de 
cellules de garde nous a permis d’identifier 63 protéines candidates capables 
d’interagir avec AtCLC-c dans les cellules de garde. Cette comparaison nous a 
permis d’affiner notre analyse. Parmi les 106 protéines candidates identifiées, 27 
sont des kinases dont 14 identifiées dans la cellule de garde ce qui suggère une 
régulation de l'activité d'AtCLC-c par phosphorylation. L'analyse de la séquence 
protéique d'AtCLC-c révèle la présence de 15 sites potentiels de phosphorylation, 
dont 6 sites cytoplasmiques (Cf Figure 32, http://phosphat.mpimp-golm.mpg.de, 
Heazlewood et al., 2007; Durek et al., 2010). Parmi ces sites se trouvent la sérine 
S27 localisée à l'extrémité cytoplasmique N-terminale, la tyrosine Y593, située du 
côté C-terminal, entre les domaines transmembranaires et le domaine CBS1, la 
sérine S672, la sérine S700 et la tyrosine Y707 localisées entre les deux domaines 
CBS et enfin la thréonine T724 située dans le domaine CBS2. L’existence réelle et 
l’importance de ces sites putatifs de phosphorylation sera analysé par des 
expériences de phosphorylation in vitro et de mutagénèse dirigée. En effet, il a été 
démontré qu’AtCLC-a est régulée par phosphorylation (Wege, 2010). Les kinases 
identifiées comme étant exprimées dans les cellules de garde (surlignées en jaune 
dans le Tableau 4, les plus exprimées sont At1G61610, At1G66920, At2G28990 et 
At4G14480) constituent de bons candidats à analyser pour la suite de ce travail. De 
même, nous retrouvons dans cette liste de protéines 10 protéines impliquées dans la 
réponse à différents stress abiotiques notamment la kinase AtMPK3 ou la protéine 
chaperonne AtHSP90.7 qui interviennent dans la réponse à un stress salin. 
De façon surprenante, une interaction d’AtCLC-c a été détectée avec 11 
protéines impliquées dans la réponse à des stress biotiques ce qui suggère un rôle 
possible d'AtCLC-c dans la réponse à des maladies, des pathogènes ou des 
parasites. Ces observations sont confortées par le fait que l'expression du gène 
AtCLC-c est fortement stimulée en réponse à certains pathogènes 
(http://bbc.botany.utoronto.ca, Winter et al., 2007). Un rôle éventuel d'AtCLC-c dans 
la réponse aux stress biotiques n'a pas encore été abordé à ce jour. 
Il est intéressant de noter que 9 des protéines candidates dont 4 kinases 
interviennent dans le grain de pollen et pourraient réguler l’activité d’AtCLC-c lors du 
développement, de la germination du grain de pollen ou au cours de la croissance du 
tube pollinique. 
 





Figure 32: Sites de phosphorylation putatifs présents sur la protéine AtCLC-c 
Localisation des 15 sites de phosphorylation putatifs identifiés in silico et représentés 
en jaune sur A) la structure secondaire d'un CLC eucaryote et B) la structure 3D d'un 
dimère CLC chez l'algue rouge Cyanidioschyzon merolae, traitée par le logiciel Cn3D 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Les séquences conservées participant à l'activité de 
transport sont représentés en rouge. S: sérine, T: thréonine, Y: Tyrosine 
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Finalement, AtCLC-c semble aussi interagir avec AtWNK8, une kinase 
capable de phosphoryler la sous-unité C de la V-ATPase, suggérant donc une 
régulation conjointe des deux transporteurs et un rôle possible d'AtCLC-c dans la 
régulation du pH vacuolaire. 
Ainsi, l’identification de différentes protéines capable d’interagir 
potentiellement avec AtCLC-c ouvre de nouvelles perspectives pour améliorer nos 
connaissances sur les modes de régulation et la fonction d’AtCLC-c mais aussi 
d’identifier les voies de signalisation cellulaires dans lesquelles ce transporteur est 
impliqué. Il ne faut néanmoins pas oublier que ces résultats ont été obtenus à partir 
d’interactions en levure, sans tenir compte de la localisation tissulaire ou 
intracellulaire de chacune des protéines et doivent donc être considérés avec 
prudence et confirmés par d’autres approches. 
 137 
Chapitre IV -  DISCUSSION ET 
PERSPECTIVES 
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Parmi les seuls membres de la famille des CLCs, seuls AtCLC-a et AtCLC-b, 
des antiporteurs vacuolaire sélectifs aux ions nitrates, ont été caractérisés 
fonctionnellement chez Arabidopsis thaliana (De Angeli et al., 2006; von der Fecht-
Bartenbach et al., 2010). L'homologie de séquence entre AtCLC-c et AtCLC-a est de 
54 % et l'identification d'AtCLC-c dans un QTL nitrate suggèrent un rôle de ce 
transporteur dans le contrôle de l'homéostasie vacuolaire des anions (Harada et al., 
2004). Récemment, des études de mutagénèse dirigée ont été réalisées sur 
plusieurs membres de la famille des CLCs et ont montré que la substitution de la 
sérine Sercen en proline chez les transporteurs CLC-ec1, hCLC-4 et hCLC-5 sélectifs 
aux ions chlorures permet d'augmenter la sélectivité aux ions nitrates et inversement 
chez AtCLC-a (Bergsdorf et al., 2009; Picollo et al., 2009; Zifarelli & Pusch, 2009; 
Wege et al., 2010). De ce fait, la présence d'une sérine en position 169 chez 
AtCLC-c suggère très fortement qu'AtCLC-c est sélectif aux ions chlorures. En effet, 
la surexpression d'AtCLC-c conduit à une augmentation de l'amplitude des courants 
chlorures sur des vacuoles de cellules de mésophylle et à un déplacement du 
potentiel de réversion vers la valeur théorique correspondant à un antiporteur de la 
famille des CLCs sélectif aux ions chlorures selon une stœchiométrie 1H+/2Cl-. En 
revanche, nos expériences n'ont pas permis de déterminer si AtCLC-c est aussi 
capable de transporter des ions nitrates. En effet, les vacuoles de cellules de 
mésophylle de plantes sauvages et transgéniques présentent le transporteur de 
nitrate AtCLC-a et ne permettent pas de visualiser les courants nitrates propres à 
AtCLC-c. Cependant, AtCLC-c n'est pas exprimé dans les cellules de mésophylle 
des plantes sauvages et aucune différence d'amplitude n'a été observée lors de 
l'enregistrement des courants NO3
- contrairement à ce qui est observé en présence 
d'ions Cl-. Afin de d'étudier plus précisément le transport d'ions nitrates, des plantes 
sur-exprimant AtCLC-c dans un fond invalidé pour AtCLC-a ont été générées et la 
sélection des lignées homozygotes est en cours. De même, des lignées 
transgéniques permettant la surexpression d'AtCLC-c dans un génotype double 
mutant atclcc x atclca sont en cours de génération. Ces lignées permettront de 
s'affranchir totalement de l'influence des deux CLCs majoritaires présents au 
tonoplaste et permettront d'approfondir les études sur la sélectivité ionique 
d'AtCLC-c. Par ailleurs, les tests de complémentation en levure montrent qu'AtCLC-c 
est capable de complémenter la souche de levure gef1 et que la substitution de la 
sérine 169 en proline dans le site de sélectivité abolie cette complémentation. Ces 
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expériences ont montré que la sérine est nécessaire pour complémenter la 
croissance de la souche de levure gef1 et que sa substitution par une proline, qui 
devrait augmenter la sélectivité aux ions nitrates, est défavorable à cette 
complémentation. De façon surprenante, alors qu'AtCLC-a n'est pas capable de 
complémenter la souche gef1, il en est de même pour sa forme mutée ProàSer, ce 
qui suggère l'intervention d'éléments autres que la sélectivité aux ions chlorures dans 
la complémentation fonctionnelle de la levure gef1. La forme mutée d'AtCLC-c 
S169P a été clonée dans des vecteurs d'expression en système végétal. Les plantes 
transgéniques ayant intégré cette construction dans les fonds génétiques simple 
mutant atclc-c ou double mutant atclc-c x atclc-a sont en cours de sélection. Ces 
lignées permettront d'entreprendre des études électrophysiologiques et d'étudier 
l'impact d'un transporteur AtCLC-c sélectif du nitrate sur la physiologie de la plante et 
notamment au cours des mouvements stomatiques. 
Au sein de la famille des CLCs, la fonction 'antiport' est possible grâce à la 
présence de deux glutamates Gluin et Gluex conservés de part et d'autre du pore 
aqueux alors que seul Gluin est conservé chez les CLCs-canaux (Cf. Chapitre I - I.2; 
Accardi et al., 2005; Scheel et al., 2005; Bergsdorf et al., 2009; Picollo et al., 2010). 
Ces deux glutamates sont retrouvés dans la séquence protéique d'AtCLC-c, 
suggérant donc que cette protéine est un transporteur. Il est intéressant de noter que 
le potentiel de réversion déterminé lors des mesures de courants chlorures est 
proche de celui d'un antiporteur 1H+/2Cl- et non de celui d'un canal Cl-. La fonction 
antiport d'AtCLC-c pourra être confirmée par des approches électrophysiologiques 
en déterminant le potentiel de réversion à différentes valeurs de pH. Pour 
approfondir cette étude, des expériences de mutagénèse dirigée sur l'acide amine 
Gluin pourront être envisagées. 
Nos expériences d'interactions entre protéines ont confirmé 
l’homodimérisation d’AtCLC-c comme c’est le cas chez les autres membres de la 
famille des CLCs. Ces expériences ont aussi permis de mettre en évidence qu'un 
encombrement trop important des extrémités C-terminales perturbe la dimérisation 
des protopores, soit en empêchant physiquement le rapprochement des deux 
protopores, soit par une perturbation du fonctionnement des domaines CBS. De 
façon intéressante, parmi les protéines identifiées lors de l'étude de l'interactome 
d'AtCLC-c, on retrouve plusieurs kinases et des sites putatifs de phosphorylations 
ont été identifiés au niveau de la partie C-terminale d'AtCLC-c. Ainsi, l'encombrement 
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stérique au niveau des domaines CBS pourrait empêcher l'accès des kinases à ces 
sites, l'absence de phosphorylation ayant été décrite comme pouvant influer sur les 
interactions protéine/protéine (Kim et al., 2004). Enfin, l'absence de dimérisation peut 
être due à une perturbation de la localisation intracellulaire de la protéine AtCLC-c à 
cause de la fusion en position C-terminale. En effet, lors de l'étude de la localisation 
d'AtCLC-c à l'aide de la GFP, la protéine de fusion en position C-terminale n'est pas 
systématiquement adressée au tonoplaste ce qui confirme un rôle de cette extrémité 
et notamment des domaines CBS dans l'adressage de la protéine comme décrit pour 
d'autres CLCs (Maduke et al., 1998; Schwappach et al., 1998; Carr et al., 2003; 
Estévez et al., 2004; Ludwig et al., 2005; Pena-Munzenmayer et al., 2005). Comme 
pour l'interaction entre protéines, l'état de phosphorylation d'un protéine peut 
perturber son trafic intracellulaire (Michniewicz et al., 2007; Kaiserli et al., 2009). Les 
sites de phosphorylation sérine 27 et 672 sont en cours d'étude par M. Jossier (Gif-
sur-Yvette). A ce jour, la mutation de ces sérines en acide aspartique, mimant une 
phosphorylation constitutive, ou en alanine, empêchant toute phosphorylation, n'a 
pas mis en évidence une altération de la localisation intracellulaire d'AtCLC-c. Ces 
différentes mutations ont été intégré in planta et devraient permettre d'avancer sur la 
possible régulation d'AtCLC-c par phosphorylation. En revanche, le rôle des 4 autres 
sites cytoplasmiques potentiellement phosphorylables, notamment de la thréonine 
T724 localisée dans le domaine CBS2 dont des mutations sont connues pour 
affecter la localisation des CLCs n'a pas encore été étudié.  
 
En accord avec les données de la littérature et des bases de données, nous 
avons montré par l'analyse de l'expression d'AtCLC-c et de l'activité de son 
promoteur qu'AtCLC-c s'exprime majoritairement dans les cellules de garde et le 
grain de pollen et plus faiblement dans les racines (Leonhardt et al., 2004; Lv et al., 
2009). Le patron d’expression d'AtCLC-c dans la cellule de garde, l'apex racinaire et 
le grain de pollen suggère un rôle de ce transporteur dans la régulation de la 
turgescence cellulaire du fait que l’ensemble de ces cellules est soumis à de fortes 
variations de la pression osmotique et du volume cellulaire. L'étude de la localisation 
intracellulaire d'AtCLC-c à l’aide de la GFP a permis de montrer qu'AtCLC-c est 
localisée au tonoplaste en accord avec des données de la littérature récemment 
publiées (Whiteman et al., 2008; Lv et al., 2009). Ces observations suggèrent un rôle 
possible d'AtCLC-c dans l'homéostasie ionique comme dans le cas d’AtCLC-a ou 
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bien dans la régulation du pH vacuolaire comme observé pour de nombreux CLCs 
exprimés sur des endomembranes (Cf. Chapitre I - I.6.1; De Angeli et al., 2006). 
Nos études sur le rôle d'AtCLC-c dans la régulation des mouvements 
stomatiques a clairement mis en évidence l'importance d'AtCLC-c en tant que 
transporteur d'ions chlorures. En effet, l'ouverture stomatique des lignées invalidées 
pour le gène AtCLC-c est fortement affectée en présence de lumière en comparaison 
aux plantes sauvages. Après 4 h de lumière, l'ouverture moyenne est plus faible 
chez les mutants et le potentiel de membrane est moins hyperpolarisé. Cette 
diminution de l'ouverture stomatique est fortement influencée par l'anion disponible 
dans le milieu apoplastique. En effet, en présence d'ions chlorures, l'ouverture 
stomatique des lignées invalidées pour AtCLC-c est plus fortement affectée qu'en 
présence d'ions nitrates en comparaison aux lignées sauvages. Comme nous l'avons 
vu précédemment, AtCLC-c est sélectif aux ions Cl- et de ce fait en l'absence 
d'AtCLC-c, le contenu en ions Cl- des vacuoles de cellules de garde est très 
fortement réduit tandis que les ions nitrates ne sont pas affectés. Ces expériences 
confirment donc que ce transporteur a une activité d'import d'ions chlorures dans la 
vacuole permettant ainsi d'augmenter la turgescence cellulaire et l'ouverture du pore 
stomatique (Cf. Figure 33).  
Nos études ont montré qu'AtCLC-c interviendrait non seulement dans les 
mécanismes d'ouverture mais aussi dans les mécanismes conduisant à la fermeture 
stomatique comme en réponse à l'obscurité ou à l'ABA. Dans ce cas, compte tenu 
que lors de la fermeture stomatique le potentiel de membrane de la vacuole est de 
l'ordre de 0 mV chez Vicia faba (Willmer & Fricker, 1996), AtCLC-c permettrait un 
efflux d'ions chlorures (Cf. Figure 34). Les expériences réalisées sur épidermes 
isolés montrent qu'à l'obscurité, les stomates des lignées invalidées répondent 
similairement à ceux de plantes sauvages. En revanche, l'induction de la fermeture 
stomatique ou l'empêchement d'ouverture par l'ABA sont fortement réduits chez les 
lignées invalidées par rapport aux plantes non mutées. De même, la dépolarisation 
membranaire induite par l'ABA est fortement diminuée, et même absente dans plus 
de 50 % des cellules de garde chez les mutants. Ces résultats suggèrent qu'AtCLC-c 
interviendrait dans l'ajustement rapide du volume cellulaire en réponse à un stimulus. 
Nous avons montré qu'il existe une régulation transcriptionnellle d'AtCLC-c avec une 
stimulation de son expression en réponse à l'ABA. La réponse très rapide à l'ABA, de 
l'ordre de la minute, observée lors du suivi du potentiel de membrane montre 





Figure 33: Rôle d'AtCLC-c dans l'import des ions chlorures  
Le transporteur AtCLC-c permet un import des ions chlorures dans la vacuole au 
cours de l'ouverture stomatique en réponse à la lumière et participerait au stockage 
des ions chlorures dans la racine au cours d'un stress salin.  
 
 
qu'AtCLC-c est aussi régulé au niveau de son activité. Etant donné la présence de 
nombreux sites de phosphorylation putatifs et la mise en évidence d'une activation 
du transporteur AtCLC-a par phosphorylation par la kinase OST1 (communication 
personnelle), une activation d'AtCLC-c par phosphorylation en réponse à l'ABA est 
envisageable. Le site d'OST1 n'est pas retrouvé dans la séquence protéique 
d'AtCLC-c, néanmoins l'identification dans l'interactome de ce transporteur d'autres 
kinases impliquées dans la réponse à des stress abiotiques confirme une possible 
régulation de l'activité d'AtCLC-c par phosphorylation. La phosphorylation d'AtCLC-c 
par ces kinases pourra être testée dans un premier temps in vitro et ultérieurement 
par des études électrophysiologiques. Les plantes transgéniques exprimant les 
formes mutées d'AtCLC-c au niveau des sérines 27 et 672 devront permettre 
d'infirmer ou de confirmer en partie cette hypothèse. Des études antérieures 
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Figure 34: Rôle d'AtCLC-c dans l'export des ions chlorures  
Le transporteur AtCLC-c permet l'export des ions chlorures au cours de la fermeture 
stomatique en réponse à l'ABA et à un stress salin. 
 
 
fermeture stomatique induite par le calcium (Dalmas, 2007). L'ABA régule donc 
l'activité d'AtCLC-c via une voie Ca2+-indépendante. L'activité de transport de protons 
d'AtCLC-c suggère fortement une régulation de l'activité de ce transporteur par le pH. 
Néanmoins, cette régulation n'a pas encore été étudiée à ce jour, tout comme la 
possible régulation par des ROS (Cf. Figure 34). 
L'ensemble de ces résultats montrent le rôle d'AtCLC-c dans l'homéostasie 
des ions chlorures. Néanmoins, nous avons montré que ce transporteur pouvait 
aussi transporter des ions nitrates dans certaines conditions et que cet anion est 
capable de contrebalancer les ions potassium en lieu et place des ions chlorures. 
Des expériences préliminaires réalisées par S. Wege montrent que l'invalidation 
d'AtCLC-a affecte aussi les mouvements stomatiques en réponse à la lumière 
(communication personnelle). De plus, l'ouverture stomatique du double mutant 
atclcc x atclca est plus affectée dans son ouverture stomatique en réponse à la 
lumière que les simples mutants en présence d'ions chlorures comme d'ions nitrates. 
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transporteurs de la famille des CLCs majoritaires de la cellule de garde permettra 
d'étudier l'importance des ions nitrates dans les mouvements stomatiques. 
AtCLC-c participerait à des régulations fines des mouvements stomatiques qui 
nécessitent des conditions expérimentales particulières pour identifier le phénotype 
des plantes invalidées pour AtCLC-c. En effet, aucune différence n'a été observée à 
l'échelle de la plante entière quelles que soient les réponses analysées (lumière, 
ABA). Néanmoins, il est aussi envisageable qu'il existe une redondance fonctionnelle 
et/ou des mécanismes de compensation via une hausse de l'expression et/ou de 
l'activité d'autres transporteurs. Au niveau des cellules de garde, aucune modification 
de l'expression des membres de la famille des CLCs localisés à la vacuole, AtCLC-a, 
-b et –g, n'a été détectée chez les plantes invalidées pour AtCLC-c. En ce qui 
concerne l'activité de ces transporteurs, il serait intéressant de pouvoir les étudier, 
notamment celle de l'antiporteur 1H+/2NO3
- AtCLC-a exprimé dans la cellule de 
garde et dont la régulation de son expression est très proche de celui d'AtCLC-c. De 
plus, le double mutant atclcc x atclca présente une ouverture stomatique plus réduite 
que les lignées simple mutant en réponse à la lumière, ce qui suggère une synergie 
de l'activité de ces deux transporteurs. Ainsi, l'étude approfondie du mutant atclc-a et 
du double mutant atclcc-3 x atclca-1 permettra de mieux comprendre le rôle des 
CLCs dans la régulation des mouvements stomatiques. 
 
Nos expériences ont montré qu'AtCLC-c est donc un transporteur d'ions 
chlorures impliqué dans les mouvements stomatiques mais aussi dans la réponse au 
stress salin. En effet, l'expression d'AtCLC-c est stimulée en réponse à un stress 
salin de manière similaire à OsCLC-1 et GmCLC-1, deux membres de la famille des 
CLCs localisés sur le tonoplaste chez le riz et le soja. (Nakamura et al., 2006; Li et 
al., 2006; Diédhiou & Golldack, 2006). Par ailleurs, la surexpression de GmCLC-1 
dans des cellules de tabac en culture leur confère une plus grande tolérance à un 
stress salin (Li et al., 2006). Dans le cas d'AtCLC-c, nos résultats montrent que 
l'absence de ce transporteur chez Arabidopsis conduit à une hypersensibilité au 
stress salin. En effet, la croissance des lignées invalidées en présence de NaCl est 
fortement réduite par rapport aux plantes sauvages, ce qui n'est pas le cas en 
présence de mannitol. Ainsi, AtCLC-c participerait à la réponse au stress ionique et 
non au stress osmotique induit par ce stress. Toutefois, les contenus ioniques des 
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plantules cultivées in vitro en présence de NaCl ne varient pas en fonction des 
génotypes, ce qui suggère qu'AtCLC-c participerait à la séquestration des ions 
chlorures dans la vacuole des cellules racinaires comme suggéré par l'expression 
d'AtCLC-c dans les racines, sa localisation au tonoplaste et le sens du transport 
observé au potentiel de membrane de la vacuole (Cf. Figure 33). Ainsi, l'absence 
d'AtCLC-c entraînerait une forte diminution du stockage des ions Cl- dans la vacuole 
qui conduirait à une augmentation de la quantité d'ions chlorures toxiques circulant 
responsable de l’hypersensibilité observée chez les lignées invalidées en 
comparaison aux plantes sauvages. Des analyses du contenu ionique de la sève 
confirmeraient cette hypothèse. L'étude des lignées mutées dans leur motif de 
sélectivité permettra de confirmer que c'est bien la fonction d'import d'ions chlorures 
d'AtCLC-c qui intervient dans le mécanisme de tolérance au stress salin. Enfin, la 
surexpression d'AtCLC-c pourrait conduire à une plus forte tolérance des lignées 
transgéniques au stress salin par rapport aux lignées sauvages. A ce jour, l'effet des 
ions chlorures au cours d'un stress salin n'a été que peu documenté, de ce fait nos 
résultats constituent une avancée majeure dans la compréhension de la tolérance 
des plantes à un excès d'ions chlorures.  
Par ailleurs, il a été démontré que le stress salin perturbe le statut hydrique de 
la plante et induit une fermeture stomatique. De plus, nos études montrent qu'AtCLC-
c participe à cette réponse en diminuant l’évapotranspiration (Robinson et al., 1997). 
Le plus faible degré d'ouverture stomatique observé chez les lignées sauvages en 
comparaison aux lignées invalidées suggère un rôle d'AtCLC-c dans l'efflux des ions 
chlorures de la vacuole des cellules de garde en réponse au stress salin. La 
régulation de l'activité d'AtCLC-c au cours de ce stress n'est probablement pas ABA-
dépendante étant donné que la réponse stomatique n'est observable qu'au bout de 
quelques jours. Or des analyses effectuées chez l'orge montrent que la concentration 
en ABA n'augmente transitoirement qu'au cours des deux premières heures suivant 
le début d'un stress salin (Fricke et al., 2004). En revanche, l'interaction potentielle 
d'AtCLC-c avec différentes kinases impliquées dans des stress abiotiques suggère 
une possible régulation par phosphorylation qui pourra être confirmée lors de 
l'analyse de la réponse des lignées complémentées avec les formes d'AtCLC-c 
mutées au niveau des sites de phosphorylation putatifs. 
Enfin, l'analyse de l'expression d'AtCLC-c sur la base de données BAR montre 
une augmentation de la transcription suite à une blessure et au cours d'attaques par 
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certains pathogènes (http://bbc.botany.utoronto.ca, Winter et al., 2007). De même, 
plusieurs protéines impliquées dans la réponse à des stress biotiques ont été mis en 
évidence dans l'interactome d'AtCLC-c. Etant donné que les stomates participent à 
l'immunité de la plante et se ferment afin de limiter l'entrée d'agents pathogènes, un 
rôle d'AtCLC-c dans ce mécanisme est à envisager mais n'a à ce jour pas encore été 
abordé. 
 
En conclusion, mon travail de thèse a conduit à la caractérisation chez 
Arabidopsis thaliana de l'un des 7 membres de la famille des CLCs, AtCLC-c, un 
transporteur d'ions chlorures localisé au niveau de la membrane vacuolaire et 
exprimé dans les cellules de garde, le grain de pollen et les racines. J'ai déterminé 
l'importance du rôle d'AtCLC-c dans la régulation des mouvements stomatiques mais 
aussi dans la tolérance au stress salin. Ainsi, l'ensemble de ces travaux montre 









M A T H E R I E L  &  M E T H O D E S  
146 
 
I. BIOLOGIE VEGETALE 
I.1. Lignées végétales utilisées 
Les travaux présentés dans ce manuscrit ont été réalisés chez Arabidopsis 
thaliana dans l'écotype Columbia-0 (Col) et dans l'écotype Wassilewskija (Ws). 
L'étude de plantes invalidées dans un gène donné permet de déterminer le rôle de la 
protéine correspondante in planta. Pour identifier des mutants invalidés dans le gène 
AtCLC-c, deux banques de mutants ont été explorées: la collection Garlic – ou SAIL 
– de Syngenta© (Torrey Mesa Research Institute, San Diego, California) et la 
collection de l'INRA de Versailles (http://www-ijpb.versailles.inra.fr). Dans la 
collection Garlic réalisée dans l'écotype Col-0, deux allèles nommés clcc-1 et clcc-2, 
correspondant aux lignées 539G05 et 523D08; respectivement. L'ADN-T inséré dans 
ces deux lignées comporte le gène de résistance au BASTA. Par ailleurs, les 2 
allèles clcc-3 et clcc-4, ou lignées 5DWK25 et DYB166, ont été identifiés dans 
l'écotype Ws de la collection de l'INRA de Versailles. Dans ce cas, l'ADN-T contient 
le gène codant pour la β-glucuronidase et les gènes de résistance nptII (résistance à 
la kanamycine) et Basta comme marqueurs de sélection des plantes.. Deux allèles 
clca-1 et clca-2 sont aussi issus de la banque de Versailles. C'est la raison pour 
laquelle un croisement entre les lignées parentales clcc-3 et clca-2 a été réalisé pour 
obtenir un double mutant invalidé pour CLC-c et CLC-a. L'ensemble des lignées 
dans l'écotype Ws nous ont été fournis par l'équipe du Dr H. Barbier-Brygoo du 
CNRS de Gif-sur-Yvette. La position des insertions dans les gènes AtCLC-c et 
AtCLC-a pour l'ensemble des mutants utilisés dans ce travail est représentée sur la 
figure 35. 
I.2. Stérilisation des graines 
Pour l'ensemble des expériences de culture in vitro, les graines sont 
préalablement stérilisées. Pour ce faire, les graines sont placées dans un tube 
Eppendorf® de 1,5 mL en présence d'1 mL d'éthanol à 70 % additionné de 0,05 % 
de SDS. Les graines sont alors vortexées quelques secondes puis placées sous 
forte agitation (1400 rpm) pendant 7 à 8 min à température ambiante avant d'être 
lavées avec une solution d'éthanol 95% afin d'éliminer toute trace de détergeant. Les  




Figure 35: Représentation schématique des gènes AtCLC c et AtCLC-a 
A) Allèles invalidées d'AtCLC-c dans l'écotype Col-0 et WS. B) Allèle invalidée 
d'AtCLC-a dans l'écotype Ws utilisé lors du croisement clcc x clca (d'après Geelen et 
al., 2000; De Angeli et al., 2006). Les exons sont représentés par des rectangles 
blancs, les introns par des lignes. La position des ADN-T est indiquée par un triangle 
inversé. 
 
résidus d'éthanol sont éliminés par séchage des graines sous une hotte stérile à flux 
laminaire. 
I.3. Culture en phytotron 
Les plantes utilisées pour les études de physiologie ont été cultivées sur 
terreau ou sur sable dans une enceinte phytotronique pendant 3 à 4 semaines en 
jours courts, avec un cycle de 8 h de lumière (250 µmol.m-2.s-1, 23°C, humidité 
relative 70 %) et 16 h d'obscurité (18°C). Elles ont été irriguées par immersion tous 
les deux jours par la solution nutritive "solution laboratoire" dont la composition est 
indiquée dans le tableau 5. Lors de la détermination de l'ouverture stomatique en cas 

























KNO3 2mM - - 
Ca(NO3)2, 4H2O 805µM - - 
NH4NO3 - 6mM - 




Sulfates MgSO4, 7H2O 1,1mM 
Fer 




ZnSO4, 5H2O 3,6µM 
MnSO4, H2O 3µM 
H3BO3 9,25µM 
CuSO4, 5H2O 785nM 
 
Tableau 5: Composition des différentes solutions nutritives utilisées pour 
l'irrigation des plantes utilisées pour les études de physiologie 
 
quotidiennement avec les solutions "Test carence NO3" et "Test carence SO4" 
(Tableau 5, d'après les solutions utilisées par Guo et al. (2003)). Au cours des 
expériences de stress salin, les plantes sont cultivées dans des conditions normales 
pendant 4 semaines puis arrosées quotidiennement avec une solution de NaCl 
150 mM. Les plantes utilisées pour les expériences de conductance foliaire (Cf. § 
IV.3) ont été cultivées pendant 6 semaines et irriguées par immersion avec 3 jours 
d’eau et 1 jour de solution nutritive.  
Pour la production de graines, les plantes ont été cultivées en jours longs (16 h de 
lumière à 250 µmol.m-2.s-1, 22°C puis 8 h d'obscurité à 18°C) ou en jour continu (24 h 
de lumière, 22°C) et irriguées par immersion avec 3 jours d’eau et 1 jour de solution 
nutritive. 
Le milieu utilisé pour les cultures in vitro est un milieu MS/2 (Murashige & 
Skoog, 1962). Les conditions phytotroniques étaient les mêmes que pour les cultures 
sur terreau. Les plantes issues des sélections in vitro ont été cultivées pendant 
quelques semaines en phytotron en jours courts puis transférés en jours longs. 
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I.4. Production de plantes transgéniques 
Pour l'obtention de plantes transgéniques, des vecteurs contenant les 
constructions d'intérêts ont été introduites dans des plantes d'Arabidopsis par 
Agrobacterium tumefaciens via la technique du dip floral (Clough & Bent, 1998). Les 
plantes ont été cultivées dans un phytotron en jours longs jusqu'à la floraison. En 
parallèle, les agrobactéries contenant notre construction d'intérêt ont été cultivées en 
milieu liquide LB (Luria Broth) en présence des antibiotiques adéquats pendant 24 à 
48 h à 28°C sous agitation (150 rpm). Après centrifugation, le culot bactérien a été 
resuspendu dans une solution contenant sucrose 5 % à une densité optique à 
600 nm (DO600) de 0,8 puis un agent mouillant Silwet L-77 (Lehle Seeds) a été ajouté 
à la concentration finale de 0,05% juste avant trempage des plantes afin de faciliter 
la pénétration des agrobactéries dans les interstices cellulaires. Les hampes florales 
ont alors été plongées dans la solution contenant les agrobactéries pendant 2 à 3 
minutes. Les plantes ont ensuite été placées dans un sac plastique afin de créer une 
atmosphère saturée en humidité et à l'abri d'une forte luminosité pendant 16 à 24 h. 
La culture des plantes s'est déroulée ensuite dans un phytotron en conditions de jour 
long. Après séchage, les graines ont été récoltées puis sélectionnées in vitro en 
présence de l'agent de sélection adéquat afin d'identifier les plantes ayant intégrées 
la construction d'intérêt.  
Les plantes transformées avec la construction pgreen CLCc:GFP ont été 
sélectionnées sur milieu MS/2 additionné de sucrose à 1 % et du composé actif de 
l'herbicide BASTA, le PPT (phosphinotricine), utilisé à 50 µM. Après vernalisation à 
4°C pendant deux jours, les graines cultivées in vitro ont été placées en chambre 
phytotronique. Seules les plantes résistantes sont capables de se développer, les 
plantes sensibles quant à elles dépérissent après avoir atteint le stade cotylédons. 
Les plantes ayant intégrées les vecteurs pMDC43 GFP:CLCc, pH2GW7 CLCc ou 
pH2GW7 CLCc S169P, produit pour l'étude de la sélectivité d'AtCLC-c, sont 
résistants à l'antibiotique hygromycine B (Dubin et al., 2008; Curtis & Grossniklaus, 
2003). Leur sélection s'effectue sur milieu MS/2 additionné de cet antibiotique utilisé 
à la concentration de 30 µg.L-1. Le protocole utilisé pour la sélection de plantes 
résistantes a été décrit par Harrison et al. (2006). Après vernalisation, les graines 
sont placées 6 h en présence de lumière afin d'initier la germination. Les semis sont 
ensuite soumis à 2 jours d'obscurité qui permet l'élongation de l'hypocotyle avant 
d'être de nouveau placés à la lumière pendant 24 h. De ce fait, les plantules 
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résistantes sont plus facilement reconnaissables à leur hypocotyle (environ 1 cm) 
plus longs que ceux des plantules sensibles (quelques millimètres). Par la suite, les 
plantules dont l'hypocotyle est allongé sont sélectionnées et transférées sur milieu 
MS/2 additionné de sucrose 1 % pendant 1 semaine avant d'être placées sur terreau. 
Ces dernières ont alors été cultivées dans un premier temps dans un phytotron en 
jours courts pendant quelques semaines puis transférées en jours longs pour la 
production de graines.  
L'obtention des lignées homozygotes nécessite l'auto-fécondation des deux 
générations suivantes. C'est sur ces lignées homozygotes que l'ensemble de nos 
expériences a été réalisé. 
I.5. Préparation et transformation transitoire de protoplastes 
de mésophylle d'Arabidopsis 
Afin de déterminer la localisation intracellulaire de la protéine CLC-c, des 
protoplastes de mésophylle d'Arabidopsis ont été transformés transitoirement avec la 
construction pgreen CLCc-GFP ou pMDC43 GFP-CLCc. Le protocole utilisé a été 
adapté de Sheen (2001) par N. Leonhardt. Les protoplastes sont préparés à partir de 
jeunes feuilles prélevées sur des plantes âgées de 3 à 4 semaines cultivées en 
phytotron à jours courts (Cf. 0). Les feuilles sont lacérées à l'aide d'un scalpel puis 
déposées dans une solution de digestion fraîchement préparée et filtrée (cellulase 
Onozuka R10 1 % (m/v; Duchefa Biochemie), macerozyme R10 0,2 % (m/v, Duchefa 
Biochemie), KCl 20 mM, CaCl2 10 mM, mannitol 0,4 M, BSA fraction V 0,2 % (m/v), 
MES 20 mM, pH 5,7). La digestion est réalisée à l'obscurité à température ambiante 
pendant 3 à 6 h et permet la libération des protoplastes de cellules de mésophylle. 
La suspension est alors filtrée sur une toile à bluter d'ouverture de maille de 35 à 
75 µm et les protoplastes sont centrifugés à basse vitesse à 100 g pendant 5 à 
10 minutes. Après lavage dans une solution "W5" (NaCl 154 mM, CaCl2 125 mM, 
KCl 5 mM, glucose 5 mM, MES 1,5 mM, pH 5,6 avec du KOH), les protoplastes sont 
resuspendus dans ce milieu à raison de 1-2.105 protoplastes/ml (estimation par 
comptage des protoplastes sur cellule de Malassez) et conservés sur glace. Pour la 
réalisation de la transformation transitoire, 30 à 50 µg de vecteur d'intérêt purifié sont 
mélangés à 100 µL de protoplastes dans un tube de 1,5 mL en présence d'une 
solution de Ca/PEG (PEG 4000 40 % (m/v), mannitol 0,4 M, CaCl2 0,1 M). Le 
mélange est incubé pendant 20 à 30 min à 22°C, après lavage, les protoplastes sont 
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resuspendus dans 1 mL de solution W5 et incubés à 16-20°C à l'obscurité pendant 8 
à 16 h afin de permettre l'expression des transgènes. Les observations des protéines 
de fusion de la GFP avec AtCLC-c ont été réalisées à l'aide d'un microscope 
confocal inversé Leica TCS-SP2 (Leica Microsystem, Wetzlar, Germany). La GFP 
est excitée à 488 nm avec un laser argon. Le signal de la GFP est récupéré entre 
500 et 525 nm (filtre I3, Leica Microsystem, Wetzlar, Germany). L'auto-fluorescence 
des chlorophylles est recueillie entre 580 et 700 nm. 
II. BIOLOGIE MOLECULAIRE 
II.1. Extraction d'ADN génomique végétal 
Plusieurs techniques ont été utilisées pour extraire l'ADN génomique des 
échantillons végétaux. La première technique rapide utilisée en routine permet 
d'obtenir un ADN suffisamment propre pour réaliser des PCR. La deuxième 
nécessite et la troisième repose sur l'utilisation du kit Phire® Plant Direct PCR Kit 
(Finnzymes). 
II.1.1. Extraction rapide d'ADNg végétal 
Ce protocole est basé sur une méthode décrite par Edwards et al. (1991). Une 
petite feuille est prélevée sur une plante âgée de 4 à 6 semaine puis congelé dans 
de l'azote liquide dans un tube de 1,5 mL. L'échantillon est broyé manuellement ou 
mécaniquement puis 400 µL de tampon d'extraction (Tris-HCl 200 mM pH 7,5, NaCl 
250 mM, EDTA 25 mM, SDS 0,5 %) sont ajoutés au broyat. L'ensemble est vortexé 
quelques secondes, les débris sont ensuite culotés par une centrifugation d'une 
minute à 13 000 g. Une partie du surnageant (300 µL) est transféré dans un nouveau 
tube d'1,5 mL et 300 µL d'isopropanol sont ajoutés afin de précipiter les acides 
nucléiques. Après 5 minutes d'incubation à température ambiante, l'ADN est culoté 
par centrifugation (15 min, 13 000 g). Le culot est lavé à l'éthanol 70 % puis est 
laissé sécher à température ambiante. L'ADN est finalement resolubilisé dans 30 µL 
d'eau. 
II.1.2. Extraction phénol/chloroforme d'ADNg végétal 
Ce protocole a été décrit par McKinney et al. (1995). Une feuille est prélevée 
sur une plante âgée de 4 à 6 semaine puis congelé dans de l'azote liquide dans un 
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tube de 1,5 mL. L'échantillon est broyé manuellement ou mécaniquement. 200 µL de 
tampon d'extraction (Tris-HCl 50 mM, NaCl 200 mM, EDTA 0,2 mM, SDS 0,5 %, 
protéinase K DNAse free 100 µg/ml, pH 8) sont ajoutés, et l'extrait est incubé 30 min 
à 37°C. Puis 100 µL de phénol saturé sont ajoutés à l'échantillon qui est alors 
vortexé pendant 15 à 20 secondes puis centrifugé 20 min à 4°C à 13 000 rpm. La 
phase supérieure est prélevée, la phase aqueuse est ensuite lavée de toute trace de 
phénol en ajoutant 100 µL de chloroforme à température ambiante. Le mélange est 
vortexé puis centrifugé 20 min à 4°C à 13 000 rpm. Le surnageant est transféré dans 
un nouveau tube. 1/10e d'acétate de sodium et 2 volumes d’EtOH refroidi sont 
ajoutés afin de précipiter l'ADN. L'extrait est laissé sur glace pendant au moins 
20 min ou placé -40°C. Après centrifugation (30 min à 4°C à 13 000 rpm), le culot 
d'ADN est lavé avec de l’EtOH 70 % puis séché à température ambiante avant d'être 
resuspendu dans de l’eau. 
II.1.3. Phire® Plant Direct PCR Kit 
Le matériel, les réactifs et le protocole utilisés proviennent du kit d'extraction 
Phire® Plant Direct PCR (Finnzyme). Un disque de 0,5 mm est prélevé à l'aide du 
Harris Uni-Core sur une feuille fraîche ou congelée. Le fragment végétal peut 
directement être utilisé dans une réaction PCR ou broyé dans 20 µL du tampon de 
dilution fourni. Le volume d'extrait végétal utilisé est alors de 0,5 µL pour un volume 
de réaction de 20 µL. 
II.2. Extraction d'ARN végétal et synthèse d'ADNc  
L'extraction d'ARN nécessite l'utilisation d'un matériel et de réactifs ARN-free 
et traité au DEPC (diéthyl dicarbonate) pour éliminer toute activité RNAse. Une 
feuille provenant d'une plante âgée de 3 à 4 semaines et cultivée préférentiellement 
en jours courts est congelée puis broyée à l'aide d'un broyeur à billes (billes inox de 
3 mm, 1 min à 30 kHz) et 1 mL de Trizol est rapidement ajouté. Après 5 min 
d'incubation à température ambiante, 200 µL de chloroforme sont ajoutés puis 
l'échantillon est vortexé pendant 15 à 20 sec. Les échantillons sont alors centrifugés 
à 13 000 rpm à 4°C pendant 15 min. La phase supérieure contenant les ARN est 
transférée dans un nouveau tube. Les ARNs sont alors précipités par l'action de 
500 µL d'isopropanol pendant 10 min à température ambiante. Après une 
centrifugation de 10 min, le culot est lavé avec de l'éthanol 70 %. Après séchage, le 
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culot est resuspendu dans 100 µL d'eau DEPC, la solubilisation des ARNs est 
facilitée par une incubation de 5 à 10 min à 60°C. Pour purifier les ARNs, une 
seconde extraction est réalisée par l'ajout de 100 µL de phénol/chloroforme/isoamyl 
alcool (25:24:1). Après homogénéisation et centrifugation de l'échantillon pendant 2 à 
5 min, le supernageant est transféré dans un nouveau tube et les ARNs sont de 
nouveau précipités à l'aide de 2 vol. d'éthanol absolu et 1/10e (v/v) d'acétate de 
sodium 3 M. Les échantillons sont ensuite placés à -40°C pendant au moins 30 min. 
Après centrifugation à 4°C pendant 15 min, le culot est lavé à l'éthanol 70 % puis 
séché avant d'être resuspendu dans 20 µL d'eau DEPC. 
L'ADN contaminant est alors éliminé par un traitement à la DNase avec le kit "DNA-
free™" (Applied Biosystems). Après action de la DNase pendant 30 min à 37°C, 
l'enzyme est inactivée et les ARNs sont dosés à 260 nm et vérifiés sur gel. 
Les ADNc sont alors synthétisés avec le kit "First-Strand cDNA synthesis" 
(Amersham Biosicences) à partir de 3 µg d'ARN selon le protocole fournit par 
Amersham. Un oligonucléotide notI-d(T)18 fourni dans le kit est utilisé pour synthétiser 
spécifiquement le brin complémentaire des ARNm grâce à leur queue poly-A. Ces 
ADNc sont ensuite utilisés lors d'expériences de RT-PCR simple ou de RT-PCR 
quantitative en temps réel. 
II.3. Vérification des lignées  
La présence de transcrits des gènes AtCLC-c et AtCLC-a dans les différentes 
allèles a été vérifiée par RT-PCR. Pour la vérification des lignées invalidées atclc-c, 
les primers CLCc_1445_F et CLCc_2124_R ont été utilisés. Pour la vérification de 
l'invalidation atclc-a, les primers utilisés sont CLCa_1444_F et CLCa_1868_R. La 
séquence des primers est indiquée dans le tableau 6. 
II.4. PCR quantitative en temps réel 
L'analyse de l'expression des gènes de la famille des CLC a été analysée par 
RT-PCR quantitative en temps réelle selon le protocole indiqué dans l'article que 
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Nom du primer Séquence 































Tableau 6: Liste des oligonucléotides 
La première série d'oligonucléotide a été utilisée pour vérifier les lignées invalidées 
par RT-PCR Le nom du primer comporte le nom du gène testé suivi de la position de 
l'amorce sur l'ADNc et du sens de l'amorce (F: Forward, R: Reverse). Les deux 
autres séries ont été utilisées pour le clonage d'AtCLCc ou AtCLCa dans un vecteur 
pDONR de la technologie Gateway® ou dans des vecteurs de la technique du split à 
l'ubiquitine. 
 
II.5. Construction de plasmides 
Les différents vecteurs utilisés pour la localisation d'AtCLC-c et la complémentation 
des mutants proviennent du système Gateway®. La technologie Gateway® est une 
technique de clonage simple, rapide et directionnelle qui repose sur le mécanisme de 
recombinaison grâce à la présence de séquences spécifiques attB. Le principe de 
cette technique est résumé dans la figure 36. 
La première étape consiste à cloner le gène d'intérêt flanqué des séquences 
attB dans un vecteur pDONR. Le gène AtCLC-c est amplifié par 25 cycles de PCR 
avec l'enzyme haute fidélité, la Pyrobest (Takara Bio Inc.) avec les amorces 
indiquées dans le tableau 6 à partir d'ADNc préalablement synthétisé. Deux 
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Figure 36: Clonage par la technologie Gateway® 
Après une extraction d'ARNm, l'ADNc d'AtCLC-c est synthétisé puis amplifié par 
PCR avec des amorces compatibles Gateway®. L'insert est ensuite intégré dans le 
vecteur pDONR par la BP clonase. Par la suite à l'aide de la réaction de LR clonase, 
le gène d'intérêt est transféré du pDONR vers un vecteur d'expression (ici, vecteur 
pMDC43). 
 
constructions sont réalisées afin d'avoir un pDONR ayant l'ADNc entier (amorces 
attB1ClCc_F et attB2ClCc_stopR) ou dépourvu du codon STOP (amorces 
attB1ClCc_F et attB2ClCc_nostopR) pour permettre la réalisation de fusion en 
position C-terminale de la protéine. Cette étape de PCR permet d'ajouter de part et 
d'autre de la séquence d'ADN les séquences attB nécessaires à la recombinaison 
avec les fragments attP présentes sur le vecteur pDONR. Après purification de 
l'amplicon, 150 ng du produit PCR sont additionnés de la même quantité de vecteur 
pDONR™/Zeo pour permettre la réaction de recombinaison par l'enzyme BP clonase 
a lieu pendant 1 h à 25°C. L'enzyme est ensuite désactivée par l'action de la 
protéinase K pendant 10 min à 37°C. Des bactéries de type TOP10 sont alors 
transformées avec 1 µL du produit de la recombinaison. La sélection des clones 
s'effectue sur un milieu LB low salt (Tryptone 10 g.L-1, NaCl 5 g.L-1, extrait de levure 
5 g.L-1, pH 7,5, agar 15 g.L-1) additionné de l'antibiotique zéocine à une concentration 
de 50 µg.mL-1. La présence de la séquence d'AtCLC-c est alors vérifiée à l'aide des 
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amorces indiquées dans le tableau 6 (amorces RT-PCR) puis envoyée chez GATC 
(www.gatc-biotech.com) pour être séquencée. 
A partir du vecteur pDONR contenant la séquence d'intérêt, nous avons utilisé 
différents vecteurs de destination en fonction de l'objectif recherché en utilisant le 
protocole fourni par Invitrogen. Les vecteurs pgreen GFP et pMDC43 ont été utilisés 
pour permettre l'expression d'AtCLC-c fusionné à la GFP en position C-terminale ou 
en N-terminale, respectivement, et le vecteur pH2GW7 pour l'expression de la 
protéine AtCLC-c S169P mutée dans le motif de sélectivité. Les vecteurs pMDC43 
GFP-CLCc et pH2GW7 CLCc S169P ont été produits par M. Jossier (CNRS, Gif-sur-
Yvette). 
II.6. Technique du Split à l'Ubiquitine 
La technique du Split à l'Ubiquitine permet la mise en évidence de l'existance 
d'interactions physiques entre différentes protéines. L'ubiquitine est une petite 
protéine de 76 acides aminés fortement conservée chez les eucaryotes qui intervient 
dans le marquage de protéines qui doivent être dégradées et éliminées. La fusion de 
l'ubiquitine à l'extrémité C-terminale à une protéine permet une reconnaissance 
spécifique par des protéases responsables de la dégradation de celles-ci (Cf. Figure 
37A). Dans le cadre de la technique du split à l'ubiquitine, cette protéine est couplée 
à un facteur de transcription artificiel nommé PLV (protéine A, LexA et VP16). Une 
fois clivé, PVL permet l'activation du promoteur LexA qui contrôle l'expression des 
gènes HIS3 et ADE2 détectée par un test d'auxotrophie sur milieu dépourvu 
d'histidine et d'adénine, ou du gène lacZ détecté par son activité β-galactosidase (Cf. 
Figure 37E). Lors de la réalisation de ce test, l'ubiquitine est fractionnée en 2 parties, 
Cub (fusionné au facteur de transcription) et Nub (Cf. Figure 37B), et chacune de ces 
parties est fusionnée aux deux protéines dont il est suspecté qu'elles puissent 
interagir entre elles. Dans le cas où les deux protéines interagissent, les 2 parties 
Cub et Nuc se rapprochent et sont alors capables de se réassembler pour former 
une ubiquitine fonctionnelle reconnue par les UBP (Cf. Figure 37B-C). Une mutation 
dans la partie Nub (I13G) a été introduite afin de diminuer l'affinité naturelle des 2 
fractions de l'ubiquitine et d'empêcher ainsi son assemblage spontané. Néanmoins, 
la partie Nub non mutée est utilisée comme contrôle positif lors de la réalisation de 
ce test (Cf. Figure 37D). 
 







Figure 37: Principe de la technique du split à l'ubiquitine 
L'ubiquitine liée à une protéine est reconnue par une protéase spécifique et clivée 
(A). L'ubiquitine peut être clivée en 2 parties Cub et Nub et ces deux parties sont 
capable de se réassembler spontanément ce qui permet la reconnaissance par les 
protéases (B et C). Une forme mutée de Nub a été générée afin d'empêcher un 
assemblage spontanée des deux hémi-protéines (D). Dans le cas de la technique du 
split à l'ubiquitine, Cub et Nub muté sont fusionnées à deux protéines d'intérêt. Cub 
est aussi fusionné à un facteur de transcription du côté reconnu par les protéases. 
En cas d'interaction entre les 2 protéines d'intérêt étudiées, les hémi-ubiquitines se 
lient et l'action de la protéase libère le facteur de transcription relié à Cub activant 








































Figure 38: Cassettes d'expression des vecteurs utilisés au cours du split à 
l'ubiquitine 
Représentation schématique de la cassette d'expression des différents vecteurs. La 
cassette KanMX comporte une résistance à l'ampicilline. Les séquences de 
terminaison sont en violet, les sites de recombinaison in vivo en rouge. Les sites de 
restrictions utilisés pour la linéarisation des vecteurs en amont de la recombinaison 
in vivo sont indiqués sur chaque vecteur. Le vecteur MetYC permet l'expression la 
protéine d'intérêt fusionnée à la partie Cub de l'ubiquitine (en vert), elle-même 
fusionnée au facteur de transcription PLV (jaune). Le promoteur employé est 
réprimable par la méthionine (pMET25). Les vecteurs pN permettent l'expression de 
la protéine d'intérêt fusionnée à la partie N-terminale de l'ubiquitine sous sa forme 
sauvage (vecteur Wt, cassette NubWt en turquoise) ou mutée (vecteur G, cassette 
NubG en saumon). Ces vecteurs possèdent aussi respectivement 1 ou 3 tags HA 
(jaune ou orange) pour permettre l'immunodétection par des anticorps anti-HA 
(d'après Vetter, 2004). 
 
La mise en place de cette technique nécessite donc la réalisation de 5 
constructions qui permettent d'exprimer la protéine d'intérêt fusionnée avec Cub et 
avec Nub sauvage (Wt) ou muté (G) en position C-terminale (XN) ou N-terminale 
(NX; Cf. Figure 38). Comme décrit précédemment, les constructions pNXWt et 
pXNWt permettent l'expression de la protéine d'intérêt fusionnée à la forme sauvage 
G 
G 
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de Nub et constituent les contrôles positifs de la réaction. L'hémi-protéine Cub est 
exprimée dans la souche de levure haploïde MATa THY.AP4 mutée dans les gènes 
ade2, his3, leu2, trp1 et ura2. Cette souche nécessite un apport exogène d'adénine,  
d'histidine, de leucine, de tryptophane et d'uracile pour se développer. Le vecteur 
pMetYCgate possède un gène de synthèse de la leucine et permet donc la sélection 
des souches ayant le vecteur recombiné sur un milieu dépourvu en leucine. AP4 
possède les gènes rapporteurs ADE2, HIS3 et lacZ sous contrôle du promoteur lexA. 
Nub est exprimé dans la souche de levure haploïde MATα THY.AP5, mutée dans les 
gènes ade2, his3, leu2 et trp1. Les vecteurs permettant l'expression de Nub 
possèdent le gène TRP1, permettant une sélection sur milieu dépourvu en 
tryptophane. 
II.6.1. Construction des vecteurs  
Le clonage des gènes d'intérêt dans les différents vecteurs disponibles se fait 
par recombinaison homologue in vivo dans la levure au niveau des sites B1 et B2 du 
système GateWay®. Les levures sont co-transformées avec l'amplicon de gène 
d'intérêt et le vecteur linéarisé. Dans un premier temps, le gène est amplifié avec des 
amorces contenant les sites B1 ou B2. Les séquences des oligonucléotides que 
nous avons utilisés pour l'amplification d'AtCLC-c et AtCLC-a sont indiquées dans le 
tableau 6. Le vecteur pMetYCgate est linéarisé par une double digestion par PstI et 
HindIII, et les vecteurs permettant l'expression de Nub par EcoRI et SmaI. Pour la 
réalisation des clonages, les produits PCR et les plasmides linéarisés sont 
préalablement purifiés avec le kit NucleoSpin Extract II de Macherey-Nagel selon le 
protocole fourni. 
II.6.2. Co-transformation des levures 
La transformation des levures s'effectue selon le protocole Matchmaker 3 
fourni par Clontech. Des pré-cultures des souches de levures AP4 ou AP5 sont 
réalisées à partie de colonies. Par la suite, 1/50e de ces cultures sont utilisées pour 
ensemencer 50 mL de milieu riche YAPD (milieu YPD additionné d'adénine à 
40 mL/L) et cultivées pendant 3 à 4 h à 30°C sous agitation (200 rpm) jusqu'à 
l'obtention d'une DO600 de 0,8. La culture est alors centrifugée à 3000 rpm pendant 
5 min puis lavé avec 50 mL d'eau milliQ stérile. Le culot est ensuite repris avec 1 mL 
de tampon LiAc/TE (LiAc 100 mM; Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM; pH 7,5). Après une 
M A T H E R I E L  &  M E T H O D E S  
160 
 
nouvelle centrifugation de 30 sec, le culot est repris dans un petit volume de tampon 
LiAc/TE, et 50 µL de levures sont mélangé à 100 µg d'ADN carrier préalablment 
dénaturé pendant 10 min à 100°C. Puis 1 µg de plasmide linéarisé et 0,5 à 1 µg de 
produit PCR sont ajoutés ainsi que 300 µL de tampon LiAc/TE/PEG 4000 (LiAc 
100 mM; Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM; PEG 4000 40 % (m/v); pH 7,5). Après 
homogénéisation, le mélange est incubé 30 min à 30°C sous agitation. Puis 30 µL de 
DMSO sont ajoutés à l'échantillon placé sous agitation à 42°C. Après 15 min 
d'incubation, les levures sont alors culotées, resuspendues dans 1 mL de YAPD et 
incubées 1h30 à 30°C sous agitation afin de permettre l'expression du gène 
d'auxotrophie. Les levures sont étalées sur le milieu sélectif adéquat: SD-leu 
(Nitrogen base sans acides aminés 6,7 g.L-1; glucose 20 g.L-1; drop-out contenant 
tous les acides aminés sauf la leucine) pour pMetYCgate et SD-trp (drop-out sans 
tryptophane) pour les autres vecteurs. 
II.6.3. Analyse des plasmides 
Afin de vérifier le contenu des plasmides, une extraction d'ADN de levures été 
réalisée, suivie d'une transformation de bactérie à partir de l'extrait obtenu. Une 
extraction de l'ADN plasmidique est alors effectuée sur des bactéries sélectionnées 
qui est ensuite analysé par digestion enzymatique et séquençage. Pour la réalisation 
des mini-preps d'ADN de levure, des colonies d'intérêt sont cultivées dans 5 mL de 
milieu sélectif une nuit à 30°C. Après centrifugation à vitesse maximale durant 1 min, 
les levures sont resuspendues dans 200 µL de tampon de lyse (Triton X-100 2 % 
(v/v); SDS 1 % (v/v); NaCl 100 mM; EDTA 1 mM; Tris-HCl 10 mM; pH 8), 200 µL de 
phénol/chloroforme/alcool isoamyl (25:24:1) et 0,3 g de billes de verre lavées à 
l'acide. L'ensemble est vortexé 2 min puis centrifugé 5 min à 13 000 rpm. Après 
centrifugation, le surnageant contenant l'ADN est prélevé et ce dernierest précipité à 
l'aide d'acétate de sodium 3 M (1/10e) et 2,5 volumes d'éthanol absolu. Après 
quelques heures à -40°C, l'échantillon est centrifugé 15 min à 13 000 rpm et le culot 
d'ADN est ensuite lavé avec de l'éthanol 70 % avant d'être resuspendu dans 20 à 
50 µL d'eau.A l'aide de cet ADN, des bactéries électro-compétentes (1 µL de l'extrait) 
ou chimio-compétentes (5 à 10 µL) sont transformées puis sélectionnées sur un 
milieu additionné d'ampicilline. 
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II.6.4. Retransformation rapide des levures 
Après vérification de nos constructions, les plasmides sont de nouveau 
introduits dans les souches de levure adéquates par une technique de transformation 
simplifiée. Les levures sont cultivées jusqu'à l'obtention d'une DO600 de 1 et 1 mL est 
alors centrifugé pendant 30 sec à 10 000 g. Les levures culotées sont ensuite lavées 
avec du tampon LiAc/TE puis reprises dans 50 µL de tampon auquel 100 µg d'ADN 
carrier préalablement dénaturé et 200 ng de vecteur (dans un volume maximal de 
10 µL) sont ajoutés. Après homogénéisation, 500 µL de tampon LiAc/TE/PEG 4000 
sont ajoutés ainsi que 55 µL de DMSO. L'ensemble est brièvement vortexé puis 
incubé 15 min à température ambiante. Après un choc thermique à 42°C pendant 
15 min, les levures sont additionnées de 500 µL de tampon TE (Tris-HCl 10 mM; 
EDTA 1 mM; pH 7,5), puis culotées pendant 30 sec. Les levures sont alors lavées 
avec 1 mL de tampon TE puis resuspendues dans 100 µL de tampon TE avant d'être 
étalées sur le milieu sélectif adéquat. 
II.6.5. Croisement des levures et test d'interaction 
Les tests d'interaction sont réalisés sur des levures diploïdes issues d'un 
croisement entre une souche exprimant une protéine d'intérêt fusionnée à Cub et 
une souche exprimant une protéine fusionnée à Nub. Quelques clones de chacune 
des constructions sont prélevés, resuspendus dans de l'eau puis mis en culture dans 
5 mL du milieu sélectif adéquat pendant 1 nuit à 30°C. Après centrifugation, les 
levures sont reprises dans 1 mL puis 5 µL des 2 souches à fusionner sont 
mélangées et 4-5 µL de ce mélange sont déposés sur un milieu gélosé YAPD que 
l'on incube une nuit à 30°C. Les diploïdes sont sélectionnés sur un milieu sélectif 
dépourvu de leucine et de tryptophane. Après 24 h à 30°C, les colonies sont 
suffisamment développées pour tester l'interaction entre les protéines. Le test X-gal 
permet de détecter une interaction par la visualisation d'une coloration bleue due à 
l'hydrolyse du X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside) par la 
β-galactosidase produite lorsque le gène lacZ est activé par le facteur de 
transcription VLP. Ce test est appellé "overlay" ou "recouvrement" car un milieu 
gélosé (Na2HPO4 60 mM; NaH2PO4 60 mM: KCl 10 mM; MgSO4 1 mM; SDS 0,2 % 
(v/v); X-Gal 10 mg.mL-1; agarose 0,5 % (m/v); pH 7) est coulé directement sur le 
milieu de culture sur lequel les levures diploïdes ont poussé. Après quelques minutes 
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à quelques heures, la coloration indiquant l'interaction entre les 2 protéines d'intérêt 
apparaît. 
II.7. Test de complémentation de la souche de levure gef1 
La souche gef1, invalidée pour son seul CLC, présente une homéostasie du 
fer altérée. GEF1 intervient dans ce processus en compensant l'asymétrie électrique 
générée par l'influx de protons dans des vésicules, lieu de maturation de la 
ferroxydase, enzyme du métabolisme du fer, par un import d'ions chlorures. 
L'invalidation gef1 se traduit par une incapacité de la souche de levure de croître en 
absence de fer ou en absence de cuivre, un élément essentiel pour la maturation 
d'une enzyme participant à l'homéostasie du fer. La complémentation de gef1 permet 
d'identifier des membres de la famille des CLCs présentant une fonction similaire. 
Cette approche a été employée afin d'analyser l'influence de la mutation sérine en 
position 169 en proline chez AtCLC-c, mutation qui augmente la sélectivité ionique 
de la protéine aux ions nitrates. Les expériences ont été réalisées par M. Jossier 
selon le protocole décrit dans Wege et al. (2010). 
III. BIOCHIMIE 
III.1. Dosage des cations 
Les dosages de cation ont été réalisés sur des plantes cultivées 4 à 6 
semaines dans un phytotron en jours courts. Après prélèvement, les échantillons ont 
été déshydratés en les plaçant dans une étuve à 50°C pendant 1 à 2 jours. Les 
tissus sont ensuite pesés et minéralisés dans une solution d'acide nitrique 
concentrée (65 %) chauffée à 80°C pendant une nuit. La solution est ensuite avant 
son analyse par ICP-AES (Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission 
Spectrometry). L'échantillon est injecté sous forme d'aérosol dans un plasma d'argon 
chauffé à une température supérieure à 6000 K qui entraîne l'ionisation des 
éléments. La forme ionisée de l'élément produit de l'énergie sous forme de photons à 
une longueur d'onde spécifique de chaque élément. Par exemple, le potassium est 
mesuré à 766,491 nm, le sodium à 589,592 nm et le calcium à 315,887 nm. La 
quantité de chacun des cations est alors déterminé par rapport à la matière sèche de 
chacun des échantillons. 
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III.2. Dosage des ions par microscopie électronique à 
balayage 
Les analyses des ions chlorures par microscopie électronique à balayage sont 
réalisées sur des feuilles intactes préalablement lyophilisées. Les feuilles ont été 
prélevées en fin de nuit sur des plantes âgées de 4 à 6 semaines cultivées en jours 
courts. Nos échantillons ont ensuite été analysés par Didier Le Thiec (INRA, Nancy) 
via une technique de micro-analyse par microscopie électronique à balayage 
(Stereoscan 90B, Cambridge). L'échantillon est analysé à un grossissement x 6000 
et est bombardé par un rayon d'électrons de 15 kV sous un angle de 45°. Les 
atomes ainsi excités libèrent de l'énergie sous forme de rayons X à une longueur 
d'onde spécifique pour chaque atome. Cette énergie est mesurée pendant 
100 secondes avec un système de microanalyse à dispersion d'énergie (EDX, diode 
Si–Li; Analyzer AN10000 10/25). L'intensité de chaque spectre est ensuite quantifiée 
et la teneur pour chaque élément est exprimée en % de la masse sèche grâce à 
l'utilisation d'aiguilles d'épicéa en poudre normalisées (CRM 100 fournis par l'Office 
de Référence de la Communauté de la Commission des Communautés 
Européennes). A l'aide de cette technique, les teneurs en ions chlorures et 
potassium ont été déterminée sur des cellules de garde individuelles.  
III.3. Dosage colorimétrique du nitrate 
Le contenu en ions nitrate dans différents tissus, notamment les feuilles, les 
racines mais aussi les cellules de garde a été déterminé par une technique 
colorimétrique. Les ions nitrate extraits des différents tissus sont dans un premier 
temps réduits en nitrites par l'action de la nitrate réductase. Les nitrites sont ensuite 
dosés grâce à une réaction spécifique des amines primaires. Les nitrites réagissent 
avec l'acide sulfanilique pour former un sel de diazonium. Ce sel interagit avec du 
NNED (N-naphtyl ethylenediamine dichlorohydrate) pour former un composé dosable 
à 550 nm. 
Pour le dosage des ions nitrate dans les cellules de garde, les feuilles sont 
prélevées en fin de nuit sur des plantes âgées de 4 à 6 semaines cultivées en jours 
courts et broyées dans un mixer pendant 1,5 min dans de l'eau désionisée. Le choc 
mécanique et osmotique induit par le broyage détruit toutes les cellules autres que 
les cellules de garde protégées par leur épaisse paroi. Les épidermes enrichis en 
cellules de garde sont ensuite lyophilisés. Les échantillons sont repris dans 49 
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volumes d'eau puis centrifugés pendant 30 min à 13 000 rpm et 30 µL des extraits 
sont déposés dans des microplaques. Puis sont ajoutés 4,65 µL de nitrate réductase 
à une concentration de 10 U/mL, en présence de 11,65 µL de NADPH à 7,2 mM, et 
83,7 µL de tampon phosphate (K2HPO4 100 mM, KH2PO4 100 mM, EDTA 1 mM, pH 
7,4). Après 30 min à 30°C, la réaction est arrêtée par ajout de 10 µL de ZnSO4 à 
10 mM. Les nitrites sont alors révélés par 100 µL de sulfanilamide 1 % solubilisé 
dans une solution d'HCl 1,5 N et 100 µL de NNED 0,02 %. Une coloration rose dont 
l'intensité dépend de la teneur en nitrites apparaît et est mesurée à 550 nm après 
15 min. La DO mesurée est rapportée à une gamme d'étalonnage de KNO3 allant de 
0 à 200 µM. 
III.4. Dosage des anions par HPLC  
Des plantules de 3 à 4 semaines sont cultivées in vitro en jours longs en 
présence ou absence de NaCl pour étudier la réponse au stress salin. La partie 
foliaire est séparée de la partie racinaire et les échantillons sont pesés puis congelés 
à -20°C. Le contenu en anions (nitrates, chlorures, phosphates et sulfates) est 
déterminé sur ces échantillons frais par chromatographie liquide haute performance 
(HPLC) sur un analyseur Dionex DX-120. Les ions inorganiques sont extraits par 3 
cycles de décongélation/congélation à -20°C à partir de 50 mg de masse fraîche 
suspendus dans 9 volumes d'eau. Après centrifugation, les surnageants contenant 
les ions sont injectés dans une colonne échangeuse d'anions de type IonPac As 14 
de diamètre 4x250 mm. Les ions sont ensuite élués par un tampon d'élution 
(NaHCO3 1 mM, Na2CO3 3.5 mM) appliqué à une vitesse de circulation de 
1,25 mL.min-1. La conductivité de chaque anion est déterminée puis comparée à des 
témoins afin de déterminer les teneurs en ions des échantillons. 
IV. TESTS PHENOTYPIQUES 
IV.1. Mesure d'ouverture stomatique 
Pour déterminer le degré d'ouverture stomatique, les feuilles sont prélevées 
sur des plantes âgées de 3 à 4 semaines. La face abaxiale des feuilles est déposée 
dans une colle silicone non toxique (Telesis 5 Silicone Adhesive, Premiere Product 
Inc., USA). A l'aide d'une lame, les tissus supérieurs sont éliminés, ne laissant ainsi 
que l'épiderme inférieur sur la lamelle qui peut être directement observée sous 
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microscope (objectif 60x, Nikon XF-100). Une mire est superposée à l'image 
visualisée dans le microscope à l'aide d'une chambre claire et permet la mesure de 
l'ouverture stomatique via une table graphique reliée à un microordinateur. Le degré 
d'ouverture stomatique est mesuré soit immédiatement après prélèvement des 
feuilles sur la plante dans le phytotron, soit après incubation dans différentes 
solutions ioniques (KCl ou KNO3 30 mM, MES 10 mM, pH 6) et/ou en réponse à 
certains stimuli. 
IV.2. Mesure de la température foliaire 
Les mesures de température foliaire sont des mesures indirectes du degré 
d'ouverture stomatique sur des plantes intactes. En effet, les flux d'eau circulant à 
travers la plante sont éliminés à travers les stomates sous forme de vapeur d'eau, 
ayant par conséquence une diminution de la température foliaire. En revanche, 
lorsque les stomates sont fermés, on observe une augmentation de la température 
foliaire. La température foliaire est mesurée à l'aide d'une caméra thermique (PM 250 
ThermaCam, Inframetrics™) qui permet de détecter les rayonnements infrarouges 
émis par les objets. La caméra est commandée par le logiciel FLIR (FLIR Systems 
Inc.) qui permet de convertir les ondes infrarouges en une image thermique où sont 
représentées en fausses couleurs les différentes températures. Dans nos 
expériences, les températures foliaires sont mesurées en fin de nuit ou en milieu de 
journée après 3-4 h d'exposition à une intensité lumineuse de 250 µmol.m-2.s-1 sur 
plantes intactes cultivées en jours courts ou sur feuilles détachées incubées dans 
une boîte de Pétri afin d'être dans une atmosphère saturée en eau. Pour déterminer 
la valeur moyenne de la température de nos lignées ou d'une feuille, 100 mesures 
ont été effectuées. 
IV.3. Suivi de la conductance foliaire 
Le flux de transpiration transitant via les stomates est mesuré par la 
conductance foliaire qui est dépendante du degré d'ouverture stomatique. Afin de 
mesurer la conductance foliaire, la feuille d'une plante âgée de 6 à 7 semaines est 
placée dans une chambre de mesure fermée hermétiquement. Un flux d'air 
contenant une concentration connue en eau et en CO2 traverse la feuille. La 
différence entre le flux entrant et le flux sortant en eau permet de déterminer la 
conductance foliaire. Ces mesures sont réalisées à l'aide d'un appareil de mesure 
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portable Li-6400 (Li-COR). Dans nos des expériences, la température du bloc de 
mesure est fixée à 22°C, le flux de CO2 à 360 ppm à une vitesse 250 µmol.sec
-1. 
Les réponses à la lumière, au CO2 ou à l'ABA ont été analysées à l'aide de cette 
technique. Dans le cas de l'analyse des réponses à la lumière et au CO2, les plantes 
sont prélevées à l'obscurité et la conductance foliaire est mesurée dans ces mêmes 
conditions pendant 30 min. Pour l'étude de la réponse au CO2, une concentration de 
700 ppm est ensuite imposée à la chambre de mesure pendant 1 h avant un retour à 
360 ppm pendant 30 min. Pour les études de réponse à la lumière, l'intensité 
lumineuse est fixée à 300 µmol.sec-1.m-2 de lumière rouge additionnée de 10 % de 
lumière bleue et les mesures de conductance ont lieu pendant 1 h.  
Pour les tests de réponse à l'ABA, les plantes sont prélevées en milieu de journée 
après au moins 3 h d'éclairement. Une feuille est alors placée dans la chambre de 
mesure en présence de 500 µmol.m-2.sec-1 de lumière rouge additionnée de 10 % de 
lumière bleue. Après 30 min d'enregistrement, la feuille est coupée à la base de son 
pétiole et plongée immédiatement dans de l'eau désionisée. L'extrémité du pétiole 
est de nouveau coupée dans l'eau afin d'éliminer une éventuelle formation de bulles 
d'air qui provoqueraient une embolie. Par la suite, les valeurs de conductance foliaire 
sont mesurées pendant 30 min afin de s'assurer des effets de la blessure. Si la 
conductance est maintenue à des valeurs correctes, l'ABA est ajouté à la solution 
d'eau désionisé. Le suivi de la conductance foliaire en présence d'ABA est alors 
réalisé pendant 1 h. Les valeurs sont normalisées chaque jour à partir de la 
conductance foliaire d'une plante sauvage déterminée dans des conditions stables, 
en fin d'expérience pour la cinétique de réponse à la lumière ou juste avant ajout de 
l'ABA ou de l'augmentation de la teneur en CO2 pour les expériences de réponse à 
l'ABA et au CO2. 
IV.4. Test de déshydratation des rosettes 
Pour la réalisation des tests de déshydratation, la rosette d'une plante âgée de 
4 à 5 semaines cultivée en jours courts est prélevée en milieu de journée après au 
moins 3 h de lumière. Cette rosette est coupée au niveau du collet et de la graisse 
(High Vacuum Grease, Dow Corning) est appliquée à la base du collet afin d'éviter 
toute fuite d'eau via le site de la coupure. La rosette est ensuite placée sur un 
support métallique sur une balance de précision reliée à un ordinateur. La masse 
fraîche de la rosette est alors mesurée toutes les minutes à l'aide du logiciel Balint 
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(version 5.1, Precisia). La rosette est ensuite placée à 70°C pendant quelques 
heures afin de déterminer la masse sèche (MS). La perte d'eau, exprimée en 










Avec  MFi = masse fraîche mesurée en début d'expérience 
 MFt = masse fraîche mesurée au temps t 
 MS = masse sèche de la rosette 
IV.5. Germination du grain de pollen 
Le pourcentage de germination des grains de pollen a été déterminé sur 
l'ensemble de nos lignées. La germination des grains de pollen est réalisé sur le 
milieu décrit par Hodgkin (1983): H3BO3 0,01 % (m/v); CaCl2 0,07 % (m/v); PEG 
6000 3 % (m/v); sucrose 20 % (m/v); agarose 0,7 % (m/v); MES 10 mM; pH 8 avec 
NaOH. Les plantes utilisées sont cultivées dans le phytotron en jours courts. Le 
pollen est prélevé en frottant délicatement des fleurs ouvertes sur le milieu gélosé 
préalablement décrit. Après 5 à 12 h d'incubation en présence de lumière, le pollen 
est observé sous microscope et photographié et les grains de pollen germés sont 
comptabilisés. 
V. SUIVI DU POTENTIEL DE MEMBRANE PAR MICROSCOPIE 
Le DiBAC4(3) (bis-(1,3-dibarbituric acid)-trimethine oxanol; Sigma-Aldrich) est 
une molécule fluorescente sensible aux variations du potentiel de membrane. 
Excitable à 496 nm, cette molécule présente une intensité d'émission entre 510 et 
550 nm. Sa fluorescence augmente pour des valeurs de potentiel de membrane 
dépolarisante. C'est la raison pour laquelle nous l'avons utilisé pour étudier la 
réponse à l'ABA des cellules de garde. Le protocole expérimental utilisé a été adapté 
de Guo et al. (2003) et Konrad & Hedrich (2008). Des épidermes sont préparés à 
partir de plantes âgées de 4 semaines cultivées en jours courts puis incubés à la 
lumière (250 µmol.m-2.s-1) en présence de tampon KCl 30 mM (KCl 30 mM, MES 
10 mM, pH 6) pendant 3 à 4 h afin de permettre l'ouverture des stomates. Par la 
suite, 2 µM de DiBAC sont ajoutés dans le tampon KCl pendant 10 min. La lamelle 
sur laquelle est fixé l'épiderme est collée à l'aide de graisse sur une lame de verre 
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percée, formant ainsi une cuve contenant 200 µL de tampon KCl. Les mesures 
d'intensité de fluorescence s'effectuent via un microscope confocal inversé Leica 
TCS SP2 (Leica Microsystem, Wetzlar, Germany) relié à un micro-ordinateur équipé 
du logiciel Leica LCS (version 2.6.1, Leica). Le DiBAC est excité à 488 nm à l'aide 
d'un laser argon et l'intensité de fluorescence réémise est récupérée entre 515 et 
548 nm (filtre XF100-2, Omega Optical, Brattleboro, USA). Un protocole d'acquisition 
est mis en place pour effectuer un enregistrement toutes les deux minutes. Les 
premiers enregistrements permettent de définir l'intensité de fluorescence initiale 
dans les cellules de garde. Cette valeur initiale est faible compte tenu que les 
stomates ont été préalablement ouverts en présence de lumière et présentent donc 
des valeurs de leur potentiel de membrane plutôt hyperpolarisées. L'intensité de 
fluorescence est alors mesurée pendant 8 min. Si celle-ci reste stable, 10 µM d'ABA 
sont alors ajoutés. L'enregistrement de l'intensité de fluorescence se poursuit 
pendant 8 min après l'ajout de l'ABA. Afin de déterminer l'intensité de fluorescence 
sur l'ensemble du volume des cellules de gardes pour chaque enregistrement, entre 
25 et 50 coupes de 0,75 µm ont été réalisées sur une épaisseur de 18 à 37 µm. Les 
images obtenues pour chacune des coupes sont alors empilées pour créer une 
image finale sur laquelle l'intensité de fluorescence est déterminée à l'aide du logiciel 
LCS lite (version 2.61, Leica). Les valeurs indiquées représentent la fluorescence 
moyenne ± SEM d'au moins 200 cellules de gardes analysées. 
VI. ETUDES ELECTROPHYSIOLOGIQUES 
Les courants anioniques présentés dans ce travail ont été enregistrés sur des 
vacuoles de cellules de mésophylle par la technique de "patch-clamp" en 
configuration cellule entière. Cette technique a permis de mesurer les courants 
résultant du passage des ions à travers l'ensemble des canaux et transporteurs du 
tonoplaste. 
VI.1. Matériel biologique utilisé 
Afin d'effectuer des études électrophysiologiques, des protoplastes de cellules 
de mésophylle sont préparés à partir de plantes de l'écotype Wassilewskija âgées de 
3 semaines cultivées dans une enceinte phytotronique en jours courts. Les feuilles 
sont prélevées, abrasées sur leur face abaxiale puis déposées à la surface d'une 
solution de digestion (cellulase Onozuka R10 1 % (m/v; Duchefa Biochemie), 
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macerozyme R10 0,2 % (m/v, Duchefa Biochemie), KCl 20 mM, CaCl2 10 mM, 
mannitol 0,4 M, MES 20 mM, pH 5,7 avec KOH) et incubé à l'obscurité à température 
ambiante sous agitation douce. Après2 à 3 h, la digestion est arrêtée et filtrée à 
travers une toile à bluter à maille de 35 à 75 µm. Les protoplastes sont alors 
centrifugés à basse vitesse à 100 g pendant 20 minutes, puis lavés avec un milieu 
de rinçage (mannitol 0,4 M, CaCl2 10 mM, KCl 20 mM, MES 20 mM, pH 5,7 avec du 
KOH). Après lavage, les protoplastes ont resuspendus dans 2 mL d'une solution de 
bain utilisée pour les mesures d'électrophysiologies. Les protoplastes sont ensuite 
conservés sur glace et à l'abri de la lumière.  
VI.2. Mesures d'électrophysiologie 
Afin d'obtenir des vacuoles isolées, les protoplastes sont soumis à un stress 
mécanique juste avant d'être déposés dans une cuve de patch-clamp. Les vacuoles 
ainsi libérées dans le milieu de bain sont repérées sous microscope Axiovert 100 
(Zeiss) sous un objectif x20. Les pipettes de verre nécessaires à l'enregistrement des 
courants sont étirées à l'aide d'une étireuse Narishige PC-100 (H1=66,6 et H2=51,3) 
à partir de capillaires de borosilicate (Kimax 51®, Ø 1,5 à 1,8 mm x 100 mm, Kimble 
Products). L'extrémité de la pipette est ensuite polie à l'aide d'une forge (Narishige 
MF-90, température ≈ 50). La pipette est remplie de la solution ionique appropriée 
puis montée sur une tête de mesure (Axon Instruments CV 203BU). La résistance de 
nos pipettes est alors déterminée: elle est comprise entre 5 et 7 MΩ dans nos 
conditions ioniques. Les mouvements de l'électrode sont contrôlés à l'aide d'un 
micromanipulateur mécanique (Burleigh PCS 5000 series) et observés via le 
microscope. Le microscope et les électrodes sont placés sur une table anti-vibration, 
l'ensemble se trouvant dans une cage de Faraday afin d'éliminer tout bruit électrique 
ou électromagnétique extérieur. Lorsque l'extrémité de la pipette est amenée au 
contact d'une vacuole, une légère dépression est appliquée à l'intérieur de la pipette 
qui permet d'obtenir un scellement (appelé "seal") entre la membrane et la pipette qui 
se traduit par une forte augmentation de la résistance électrique à des valeurs de 
l'ordre du GΩ (appelé "gigaseal"). Le fragment de membrane (appelé "patch") situé 
dans l'électrode est alors rompu par une aspiration douce. Le contenu de la vacuole 
est alors en contact direct avec la solution de remplissage de la pipette qui diffuse, le 
milieu intravacuolaire correspondant alors à celui du milieu de la pipette. Les  
 




Tableau 7: Solutions utilisées pour les analyses électrophysiologiques 
Les concentrations ioniques sont données en mM, l'osmolarité en mOsm. Les 
potentiels de réversion théoriques ont été calculés dans le cas d'un canal et dans le 







vac à partir des équations indiquées dans le paragrapheVI.6. 
 
conditions ioniques et les protocoles de stimulation utilisés sont similaires à ceux 
préalablement décrits dour l'étude d'AtCLC-a (De Angeli et al., 2006). 
VI.3. Solutions ioniques 
La composition des solutions de bain ou de pipette est présentée dans le tableau 7. 
Les concentrations ioniques sont données en mM. Les solutions contiennent soit des 
ions chlorures, soit des ions nitrates. Les cations sont remplacés par du Bis Tris 
Propane (BTP), un cation imperméant. Les solutions sont tamponnées avec du MES, 
le pH est ajusté avec du TRIS. L'osmolarité, indiquée en mOsm, est ajustée à l'aide 
de sorbitol. Les solutions sont filtrées (filtre Ø 0,22 µm) avant utilisation. 
VI.4. Protocole de stimulation 
Le dispositif expérimental permet d'appliquer une polarisation électrique à la 
membrane grâce à une électrode de mesure située à l'intérieur de la pipette et une 
autre électrode de référence placée dans le bain (technique de "voltage-clamp"). La 
procédure de base consiste à mesurer les courants produits par l'application 
séquentielle de sauts de potentiel à différentes valeurs, ces sauts étant exécutés 
depuis une valeur de potentiel dite de maintien.  
Les conventions électrophysiologiques pour les compartiments intracellulaires 
ont été définies par Bertl et al. (1992) et résumés sur la figure 39. Lorsque l'on  
 Milieu Cl- Milieu NO3
- 
 Pipette Cl Bain Cl Pipette NO3 Bain NO3 
BTP 100 7.5 100 7.5 
HNO3 - - 200 15 
HCl 200 15 - - 
Ca(OH)2 0.833 0.083 0.833 0.083 
Mg(OH)2 5.057 1.997 4.971 2.014 
MES 5 15 5 15 
pH 5.5 7 5.5 7 
Osmolarité 590 640 590 640 
Erev canal -59,7 -59,7 
Erev antiporteur -10,2 -10,2 






Figure 39: Conventions d'électrophysiologie pour l'analyse des 
endomembranes 
Par convention, les mouvements d'ions sont considérés d'après le cytoplasme. Ainsi, 
des courants entrants correspondent soit à une entrée de cations, soit à une sortie 
d'anions du cytoplasme et sont obtenus pour un potentiel de membrane et un 
potentiel de stimulation négatif. Ainsi, lors d'enregistrements au niveau de la vacuole, 
des courants entrants correspondent à une sortie de cations ou une entrée d'anions 
dans la vacuole et sont obtenus pour un potentiel de membrane négatif 
correspondant à un potentiel de stimulation positif. A l'inverse, le potentiel de 
membrane doit être positif pour des courants sortants. Au niveau de la vacuole, le 
potentiel de stimulation est négatif, ce qui permet une entrée de cations dans la 
vacuole (sortie du cytoplasme) ou une sortie d'anions de la vacuole (entrée dans le 
cytoplasme) (d'après Bertl et al., 1992; Cerana et al., 1995). 
 
considère des mouvements d'anions à travers le tonoplaste, une entrée d'anions 
correspond à des courants entrants. Cet influx nécessite un potentiel de membrane 
négatif, ce qui correspond pour la vacuole à un potentiel de stimulation positif. Une 
sortie d'anions correspond à un courant sortant et il est obtenu à un potentiel de 
membrane positif, soit à un potentiel de stimulation négatif. Dans la suite du 
























































Figure 40: Protocole de stimulation de patch-clamp 
A) Décomposition de deux épisodes d'un protocole de patch-clamp. Au cours de 
chaque épisode durant 10 sec, 4 palliers de potentiel de membrane sont imposés 
successivement: le potentiel de repos (-20 mV), le potentiel de stimulation (-90 mV), 
le potentiel de désactivation (-30 mV) et de nouveau le potentiel de repos. Lors de 
l'épisode suivant, seul le potentiel de stimulation est modifié par incrémentation de 
+20 mV jusqu'à atteindre +70 mV au cours du 9e épisode. B) Protocole de 
stimulation compacté comportant 9 épisodes de 10 sec. 
 
membrane (= - potentiel de stimulation). Le protocole de stimulation utilisé pour 
l'enregistrement des courants anioniques est représenté sur la figure 40. Il est 
décomposé de 9 épisodes de 10 secondes, chaque épisode comportant 4 paliers de 
potentiels: le premier de 0,5 sec correspond au potentiel de repos de -20 mV; le 
deuxième de 5 sec permet l'application d'un potentiel de stimulation de -90 mV; le 















0,5 sec 5 sec 3 sec 1.5 sec 
A 
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troisième de 3 sec à 30 mV permet la désactivation des canaux et/ou transporteurs; 
et le quatrième permet un retour au potentiel de maintien pendant 1,5 sec. Lors des 
épisodes suivantes, le potentiel de stimulation est incrémenté de +20 mV jusqu’au 
potentiel de +70 mV. Ce protocole est généré à l’aide du logiciel pClamp6 (Axon 
Instrument®, Molecular Device) qui contrôle un amplificateur Axopatch 200B à l’aide 
d’une interface Digidata 1200. 
VI.5. Traitement des données 
Les enregistrements des courants sont ensuite analysés à l'aide des 
programmes Clampfit9 (Axon Instrument®), Excel 2003 (Microsoft Corporation) et 
SigmaPlot10 (Systat Software, Inc). Les valeurs de courant enregistrées sont 
normalisées à l'aide de la capacitance mesurée pour chaque vacuole. Les courbes 
I/V, ou courant/potentiel, sont obtenus en mesurant le courant moyen à l'état 
stationnaire pour chaque valeur de potentiel imposé. Etant donné que dans nos 
expériences très peu de courants de désactivation (ou courants de queue) ont été 
observés, le potentiel de réversion a été déterminé sur les courbes I/V.  
VI.6. Calcul du potentiel de réversion 
Nos calculs ont été réalisés comme indiqué dans l'article portant sur la 
caractérisation d'AtCLC-a (De Angeli et al., 2006). 










E ln=  
Avec: R = constante des gaz parfaits = 8,314472 J.K-1.mol-1  
 T = température en K = 293 K à 25°C 
 zx = valence de l'ion X 
 F = constante de Faraday = 96485,3399 C.mol-1 
 [X] = concentration de l'ion X dans le milieu interieur (in) ou extérieur (ex) 
 
Dans le cas d'un échangeur nH+/mA- dont la réaction d'échange est: 
+-+-
+¾®¾+ exininex nHmAnHmA  
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Enfin, nos concentrations ioniques étant supérieures à 0,05 M, nous les avons 
corrigés par le coefficient d'activité calculé à partir de l'équation de Debeye-Hückel 
grâce au logiciel WinIAP (http://www.sequentix.de). 
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Caractérisation physiologique et fonctionnelle du transporteur anionique 
AtCLC-c chez Arabidopsis thaliana 
Chez les végétaux supérieurs, la régulation des mouvements stomatiques permet de 
contrôler les échanges de CO2 et la montée de la sève brute tout en limitant les pertes 
excessives d'eau par transpiration. Ce contrôle est assuré par des variations rapides de la 
turgescence des deux cellules de garde formant le stomate dues à l'activité de nombreux 
canaux et transporteurs ioniques. Nous avons identifié un nouveau membre de la famille des 
CLC chez A. thaliana, AtCLC-cexprimé dans la cellule de garde. L'étude de l'expression 
d'AtCLC-c et du phénotype de mutants invalidés ont permis de démontrer son rôle dans 
l'ouverture stomatique à la lumière et la fermeture en réponse à l'ABA. Les mutants clcc 
accumulent moins d'ions Cl- dans leurs cellules de garde par rapport aux plantes sauvages 
et sont hypersensibles à un stress salin. Enfin, nous avons confirmé par des études 
d'électrophysiologie la sélectivité d'AtCLC-c aux ions Cl-. L'ensemble de ce travail montre 
l'importance du transporteur vacuolaire d'ions Cl- AtCLC-c dans les mouvements stomatiques 
et la tolérance au stress salin. 
 




Physiological and functional characterization of the anion transporter AtCLC-c 
in Arabidopsis thaliana 
In plants, the high turgor is assured by ion transport and involves the creation and 
maintenance of a large vacuolar volume. In recent years, various chloride channels and 
transporters have been identified to be involved in specific functions such as plant nutrition, 
stomatal movements or metal tolerance. We have characterized a new member of the CLC 
family in A. thaliana, AtCLC-c, highly expressed in guard cell and up-regulated by ABA and 
salt treatment in the whole plant. Knock-out mutants in AtCLC-c are impaired in light-induced 
stomatal opening and ABA-induced stomatal closing correlated to a large decrease in guard 
cell Cl- content. Furthermore, clcc mutants are hypersensitive to salt stress compared to wild-
type. Finally, using electrophysiological studies, we demonstrated that AtCLC-c is selective 
to Cl-. Altogether, this work shows that AtCLC-c is a tonoplastic Cl- transporter involved in 
stomatal movements and salt tolerance. 
 
Key-word: chloride, channel/transporter, salt stress, stomata, guard cell, vacuole, 
tonoplaste 
 
